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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Der Neurotransmitter Dopamin

Die Erregungsibertragung im Nervensystem erfolgt bei den meisten Synapsen Uber einen
Neurotransmitter, der aus den prasynaptischen Nervenendigungen in den synaptischen
Spalt freigesetzt wird. Die Bindung des Transmitters an Rezeptoren der postsynaptischen
Membran fiihrt dann zur Offnung von lonenkanalen oder zur Aktivierung von rezeptorge-
koppelten G-Proteinen. Ein solcher Neurotransmitter ist Dopamin. Zusammen mit Adrenalin
und Noradrenalin wird er aufgrund seiner chemischen Struktur zu den Katecholaminen ge-
zahlt, die in den Neuronenendigungen und der Nebenniere aus Tyrosin synthetisiert wer-
den. Der erste, geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Synthese ist die Hydroxylierung
von Tyrosin zu 3,4-Dihydroxyphenylalanin (Dopa), der von dem Schrittmacherenzym Tyro-
sinhydroxylase katalysiert wird. Daran schlie3t sich eine Decarboxylierung zu 3,4-Dihy-
droxyphenylethylamin (Dopamin) an. In noradrenergen Neuronen und im Nebennierenrin-
denmark wird Dopamin zu Noradrenalin hydroxyliert. Die Methylierung von Noradrenalin
fahrt schlieBlich in adrenergen Neuronen und im Nebennierenmark zur Bildung von
Adrenalin. In den Nervenendigungen werden die Transmitter in hoher Konzentration
gespeichert, um zur Ubertragung eines Nervenimpulses in den synaptischen Spalt ausge-
schittet zu werden. Inaktiviert wird Dopamin tber den Dopamintransporter, der es aus dem
synaptischen Spalt entfernt, und tUber den enzymatischen Abbau durch die Monoaminooxi-
dase und die Catechol-O-Methyltransferase. Die dabei entstehenden Hauptmetaboliten
sind Homovanilinsaure und in geringerer Menge 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC).

Dopamin ist im Zentralnervensystem (ZNS) der Neurotransmitter einer Gruppe von Neuro-
nen, deren Gesamtheit als dopaminerges System des ZNS bezeichnet wird. Dopamin
kommt als Transmitter an zentralen Synapsen der Basalganglien, des limbischen Systems
sowie der Hypophyse vor. Es ist an so unterschiedlichen Prozessen wie Willkiirmotorik,
psychischen Ablaufen und neuroendokrinen Funktionen des Hypophysenvorderlappens
beteiligt. Das Fehlen oder der UberschuR von Dopamin im synaptischen Spalt fiihrt zu Sto-
rungen in der Erregungsfortleitung. Eine Akkumulation von Dopamin erzeugt sowohl im Tier
als auch beim Menschen motorische Unruhe und Stereotypien. Eine Verarmung an Dopa-
min hat ebenfalls motorische Stérungen zur Folge, wie sie beispielsweise bei Parkinson-
syndromen beobachtet werden. Eine Modulation der Dopaminwirkung Uber die Blockade
oder die Aktivierung von Dopaminrezeptoren ist ein wichtiger pharmakotherapeutischer
Angriffspunkt bei Erkrankungen wie Schizophrenie oder Parkinsonsyndromen.
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1.2 Die Dopaminrezeptoren

1.2.1 Funktion und Vorkommen von Dopaminrezeptoren

Die Dopaminrezeptoren gehdren zur grof3en Familie der membranstandigen Rezeptoren
mit sieben Transmembrandomanen als Motivmuster. Sie vermitteln die Effekte von Dopa-
min und setzen sie Uber die nachgeschalteten Signalkaskaden in aktivierender oder inhibie-
render Weise um. Bis heute sind finf Dopaminrezeptorsubtypen bekannt, die in die Klas-
sen der D;-artigen und D,-artigen Rezeptoren eingeteilt werden (Kebabian & Calne 1979,
Sibley & Monsma 1992, Gingrich & Caron 1993). Zu den D;-artigen Rezeptoren gehoren
die Subtypen D; und Ds (Dearry et al., 1990; Sunahara et al., 1990; Zhou et al., 1990), zu
den D,-artigen Rezeptoren die Subtypen D,, D3, und D, (Bunzow et al., 1988; Sokoloff et
al., 1990; van Tol et al., 1991). Die D,-artigen Rezeptoren stimulieren tber ein Gs-Protein
die Adenylatzyklase, wahrend D,-artige Rezeptoren Uber ein Gi-Protein entweder inhibito-
risch an die Adenylatzyklase gekoppelt sind oder tber andere Signaltransduktionsmecha-
nismen wie die Phosphoinositoltriphosphat-Kaskade wirken. Die G-Proteine leiten dann die
Wirkung der Rezeptorliganden an die second-messenger Systeme weiter.

Die Verteilung der Dopaminrezeptorsubtypen im ZNS ist bei Mensch und Ratte ahnlich.
Sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte kommt der D,-Rezeptorsubtyp am haufig-
sten vor und ist beim Menschen im Striatum, im Nucleus accumbens und in der Substantia
nigra und in geringerem Ausmalf3 im Kortex vorhanden. Bei der Ratte kommt er im Kortex in
groRerer Anzahl vor als beim Menschen (Gandelmann et al., 1991). Eine &hnliche Vertei-
lung wie der D,-Rezeptor hat auch der D;-Rezeptor, nur ist dieser beim Menschen im
Kortex in groRerer Menge nachweisbar. Ds-Rezeptoren finden sich in beiden Spezies vor
allem im Nucleus accumbens, in der Substantia nigra und in limbischen Hirnarealen. D,-
Rezeptoren sind weniger haufig als beispielsweise D,-Rezeptoren und wurden im frontalen
Kortex, im Bereich der Amygdala und im Mittelhirn nachgewiesen. Der Ds-Rezeptorsubtyp
ist vorrangig im frontalen Kortex, Striatum, Hippokampus und Hypothalamus lokalisiert.

1.2.2 Die Gene der Dopaminrezeptoren

Die Gene der Dopaminrezeptoren werden von ihrer Genstruktur her wie die Dopaminre-
zeptoren in die D;-artigen Rezeptoren und die D,-artigen Rezeptoren eingeteilt. Die Gene
der funf Subtypen weisen alle eine GC-reiche Promotorregion auf und besitzen untereinan-
der eine relativ hohe Homologie in ihren Transmembrandomé&nen. Die Homologie ist dabei
zwischen den D;-artigen Rezeptoren mit ca. 78 % hdher, wohingegen die Homologie
zwischen den Dj-artigen Rezeptoren mit 75 % - 53 % gering ist (Gingrich & Caron, 1993).
Der Hauptunterschied zwischen den zwei Rezeptorgruppen auf Genebene ist das Vor-
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kommen von Introns. D;-artige Rezeptoren besitzen keine Introns, wahrend D,-artige
Rezeptoren Uber drei bis sieben Introns verfiigen. Fir die Dopaminrezeptorgene existieren
auch einige Spleil3varianten, die sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte vorkom-
men. Fir den am haufigsten vorkommenden D,-Rezeptor sind zwei Isoformen beschrieben,
die durch alternatives SpleiRen entstehen (Monsma et al., 1989; Dal Toso et al., 1989;
Giros et al., 1989). Beim Menschen werden sie mit D, und D,s bezeichnet, fur die Ratte mit
D, und Dys. Beide Isoformen kommen miteinander im Gehirn vor, wobei die lange Isoform
D, (D2a) vorrangig in den Zielarealen dopaminerger Fasern zu finden ist und dort vermut-
lich flr postsynaptische Rezeptoren kodiert. Die kurze Isoform D,s (Dyg) ist dagegen ver-
mehrt in den Axonen von dopaminergen Zellgruppen im Mesencephalon und im Hypotha-
lamus lokalisiert und kodiert wahrscheinlich fir Autorezeptoren (Kahn et al., 1998). Fir den
Ds-Rezeptorsubtyp sind zwei Varianten beschrieben, von denen es sich bei der einen um
eine Insertion in der ersten extrazellularen Schleife und bei der anderen um eine Deletion in
der dritten intrazellularen Schleife handelt (Pagliusi et al., 1993; Fishburn et al., 1993).
Diesen Speilvarianten des Ds;-Rezeptors konnten bisher keine relevanten Funktionen
zugeordnet werden. Fir die Dopaminrezeptorsubtypen D;, D, und Ds sind bisher keine
Isoformen beschrieben.

Tab. 1: Ubersicht iiber die Struktur, Charakteristika und Kopplung der klonierten Dopaminre-
zeptorsubtypen beim Menschen

Die Angaben wurden aus der Literatur von Gingrich und Caron (1993), Griffon und Mittarbeiter
(1996), Garris und Mitarbeitern (1999) zusammengestellt. Die Pfeile zeigen die Aktivierung (1) bzw.
die Inhibierung (1) der Adenylatzyklase an. Als MalR3 fir die Gré3e der Proteine ist die Anzahl der
Aminosauren (AS) angegeben.

Rezeptor Second- Exons/ Grole des Chromosom andere
messenger Introns Proteins (AS) | (Lokalisation) Spezies
(kloniert)
D;- AC1t 1/0 446 5p35.1 Ratte, Maus
Ds- AC1 1/0 475/ 477 4p15.1-16.1 Ratte, Maus
D,- ACL, IP3, K" 6/ 5 415 fur Dys 11g22-23 Ratte, Rind,
Xenopus
716 444 flr Dy laevis
Ds- ACL, IP; 6/5 400 3913.3 Ratte, Maus,
Fisch
5(4)/ 4 (3) 379 (351)
Dy- ACL, IP; 4/ 5 387 11p15.5 Ratte
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1.2.3 Polymorphismen der Dopaminrezeptorgene

Zur Zeit sind fur alle Dopaminrezeptorgene mindestens zwei Polymorphismen bekannt.
Einige wurden bei der Sequenzanalyse der Gene entdeckt und dienten dann als genetische
Marker" fiir die Kartierung der Gene in die entsprechende Chromosomenregion, beispiels-
weise fur die Lokalisierung des D;-Rezeptorgens (Grandy et al., 1990). Andere wurden fur
Untersuchungen wie Kopplungsanalysen® und Verwandtschaftsanalysen identifiziert. Tradi-
tionell wird die Variabilitét alleler Sequenzen als DNA-Polymorphismus bezeichnet, wenn es
in einer menschlichen Population fur einen Locus mehr als eine Variante (Allel) gibt, die
(das) mit einer Haufigkeit von tber 1 % auftritt. Die h&ufigsten polymorphen Positionen sind
einzelne Basensubstitutionen (Transitionen® oder Transversionen®), die in den Introns oder
den untranslatierten Regionen der Gene vorzufinden sind. Insertions- und Deletionsmuta-
tionen treten ebenfalls in nichtcodierender DNA sehr haufig auf, jedoch selten in codieren-
der DNA, wo aufgrund des Selektionsdruckes die Anzahl der tberlebenden Mutationen, die
zu Verschiebungen des Leserasters fiihren, gering gehalten wird. Mittlerweile werden
Polymorphismen haufig fiir Assoziationsuntersuchungen® (vgl. 1.5.4) zur Identifizierung von
Anfalligkeitsloci® fiir bestimmte Krankheiten verwendet. Beispielsweise wurde eine Assozia-
tion des Exon Ill Polymorphismus des D,-Rezeptorgens mit der Erkrankung attention deficit
hyperactivity disorder (ADHD) beschrieben (La Hoste et al., 1994). Eine zweite Studie
bestatigte das Ergebnis (chi-quadrat = 4.65, p < 0.035) fir die Assoziation des D,-Rezep-
torgens mit der ADHD (Swanson et al., 1998). Andere Gene des dopaminergen Systems,
wie das Dopamintransportergen und die Dopamin-3-Hydroxylase konnten mit Hilfe von
Polymorphismen ebenfalls mit der Erkrankung ADHD assoziiert werden (Daly et al., 1999).

Unter den Dopaminrezeptorpolymorphismen fand der Taqgl A Restriktionsfragment-L&ngen-
polymorphismen (RFLP) in der 3" untranslatierten Region (3’'UTR) des D,-Rezeptorgens
am meisten Beachtung, da mit diesem Polymorphismus eine Assoziation mit der Alkohol-
abhangigkeit berichtet wurde (Blum et al., 1990). Seit diesem Befund wird die Assoziation
des D,-Rezeptorgens mit Alkoholismus allerdings kontrovers diskutiert und konnte bisher
weder eindeutig bestatigt noch eindeutig widerlegt werden. In der neusten Literatur wurde
beispielsweise von Gelernter und Kranzler (1999) keine Assoziation zwischen dem Taqgl A
Polymorphismus und Alkoholismus gefunden, wahrend von Noble und Mitarbeitern (1998)
eine Assoziation mit dem Polymorphismus und der Alkoholabhangigkeit beobachtet wurde.
Mittlerweile sind fur das D,-Rezeptorgen noch 15 weitere Polymorphismen bekannt, von

! Ein genetischer Marker ist eine polymorphe DNA oder eine Proteinseqeunz, die von einem einzigen
chromosomalen Locus abstammen und fur die genetische Kartierung benutzt werden.

Kopplung ist die Tendenz von Genen oder anderen DNA-Sequenzen an bestimmten Loci, aufgrund ihrer
raumllchen Néahe auf einem Chromosom zusammen vererbt zu werden.

Austausch einer Purinbase durch eine Purinbase bzw. einer Pyrimidinbase durch eine Pyrimidinbase
Austausch einer Purinbase durch eine Pyrimidinbase bzw. einer Pyrimidinbase durch eine Purinbase

® Bei Assoziationsuntersuchungen handelt es sich um statistische Verfahren zum Nachweis alleler Assoziation
zwischen einer Erkrankung und dem Auftreten eines bestimten Allels, was zur Identifizierung von
AnfalllgkeltsIOC| fuhren kann.

AnfalllgkeltsIOC| sind bestimmte Orte auf den Chromosomen, die die Position eines Gens fiir die Anfélligkeit
einer Erkrankung bestimmen.
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denen der Ser311Cys-Polymorphismus (Itokawa et al., 1993) aufgrund des Aminosaure-
austauschs nach dem Taql A RFLP am haufigsten fiir Untersuchungen verwendet wurde.
Neben den Polymorphismen des D,-Rezeptorgens wurde der Exon Il Polymorphismus
(48bp repeat) des D4-Rezeptorgens am haufigsten untersucht, da er aus einer variablen
Anzahl von Wiederholungsabschnitten im dritten Exon im Bereich der G-Proteinbindungs-
stelle besteht. Zusatzlich weist er eine unterschiedliche Verteilung in der Bevolkerung auf
(Chang et al., 1996) und bindet das atypische Neuroleptikum Clozapin starker als die ande-
ren Dopaminrezeptorsubtypen (van Tol et al., 1992). Aufgrund dieser Charakteristika wurde
der Exon Ill Polymorphismus fiir viele Assoziationsstudien, vor allem bei Erkrankungen des
dopaminergen Systems verwendet. Die Befunde aus diesen Studien werden allerdings wie
die Befunde fiur die Polymorphismen des D,-Rezeptorgens bis heute kontrovers diskutiert
(Sander et al., 1997; Swanson et al., 1998).

Ein weiterer Polymorphismus, der im Zusammenhang mit dem dopaminergen System h&u-
fig untersucht wurde, ist der Ball (Mscl) Polymorphismus im ersten Exon des D;-Rezeptor-
gens. Dieser Polymorphismus fihrt zu einem Aminosaureaustausch von Serin zu Glycin im
Rezeptorprotein und wurde vor allem im Zusammenhang mit Schizophrenie untersucht. Die
D,-artigen Rezeptoren, D; und Ds, wurden, da sie bisher nicht fur eine bestimmte pharma-
kologische Wirkung verantwortlich gemacht werden konnten, selten untersucht. Im
Zusammenhang mit Alkoholismus wurden einige Assoziationsstudien mit zwei Polymor-
phismen des D;-Rezeptorgens durchgefuhrt, weil man mittlerweile von einer Beteiligung
des dopaminergen Systems bei der Erkrankung ausgeht (Heinz et al., 1996; Comings et
al., 1997).

1.3 Die Tyrosinhydroxylase und der Dopamintransporter - zwei wichtige
Proteine im dopaminergen System

Bei der Tyrosinhydroxylase handelt es sich um das Schrittmacherenzym der Dopaminsyn-
these (vgl. 1.1), die als Monooxygenase (Tyrosin-3-Monooxygenase) L-Tyrosin in L-Dihy-
droxyphenylalanin (L-DOPA) umwandelt. Ihre Aktivitdt kann intrazellular allosterisch durch
Dopamin und extrazellular durch dopaminerge Autorezeptoren und die cAMP-Kaskade
reguliert werden. Die Tyrosinhydroxylase kommt in den dopaminergen Neuronen, in den
synaptischen Endigungen und im Neuronensoma vor.

Ein zweites wichtiges Protein des dopaminergen Systems stellt der Dopamintransporter
dar. Sobald Dopamin in den synaptischen Spalt ausgeschuttet wird, wird es vom Dopamin-
transporter in die Nervenendigungen zurticktransportiert und damit aus dem synaptischen
Spalt entfernt. AnschlieBend wird Dopamin intra- oder extraneural durch die Monoami-
nooxidase oder die Catechol-O-Methyltransferase abgebaut. Der Dopamintransporter
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kommt in allen dopaminergen Neuronen des ZNS vor und gehort zu einer Familie von
Transportproteinen, die zwolf Transmembranhelices besitzen. Stérungen in der Funktion
des Transporters fuhren zu einem erhdhten Dopamingehalt im synaptischen Spalt, wodurch
es zu Unruhe und Erregtheit kommt. Einige Formen von Parkinson, das Tourette-Syndrom
und die attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) werden mit einer Fehlfunkion des
Dopamintransporters in Zusammenhang gebracht (Comings et al., 1996; Faraone et al.,
1998; Ouchi et al., 1999; Ichise et al., 1999). Von den Suchtmitteln ist bekannt, daf? Kokain
den Transporter hemmt und zu einem erhéhten Dopamingehalt im synaptischen Spalt fuhrt,
was Euphorie und Konzentrationssteigerung hervorruft (Benkert & Hippius, 1996).

Die Charakterisierung der Gene der beiden Proteine flihrte wie bei den Dopaminrezeptoren
zur ldentifizierung von Polymorphismen, die mittlerweile fur Assoziationsuntersuchungen
genutzt werden. Fir das TH-Gen sind bis heute 13 Polymorphismen bekannt, von denen
einer im ersten Intron des Gens am haufigsten untersucht wurde (Seretti et al., 1998). Fir
den Dopamintransporter wurden bisher vier Polymorphismen beschrieben. Wegen seiner
genetischen Variabilitat wurde der 40 bp VNTR (variable number of tandem repeat) am
haufigsten untersucht und weist beispielsweise wie auch der Exon Il Polymorphismus des
D,-Rezeptors eine Assoziation mit der Erkrankung ADHD (Cook et al., 1995; Gill et al.,
1997; Waldman et al., 1998) und eine Assoziation mit der Alkoholabhéangigkeit auf, wenn
sie mit starken Entzugserscheinungen einhergeht (Sander et al., 1997; Schmidt et al.,
1998).

1.4 Erkrankungen mit Beteiligung des dopaminergen Systems

Das dopaminerge System wird schon lange mit einigen Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Fur die Schizophrenie, bei einigen Parkinsonsyndromen und auch fir die Chorea
Huntington ist eine Beteiligung des dopaminergen Systems nachgewiesen worden
(Seeman et al., 1989; Cha et al., 1998).

Fiur die Schizophrenie gibt es seit langem die Dopaminhypothese. Sie beruht auf Beob-
achtungen, dal3 Substanzen, die Dopaminrezeptoren blockieren, antipsychotisch wirken
und dalR Substanzen, die die dopaminerge Aktivitat stimulieren, in hohen Dosen Symptome
ahnlich der Schizophrenie hervorrufen kdnnen. Allerdings konnten Stérungen im dopami-
nergen Systems als Ursache fiir das Auftreten einer Schizophrenie noch nicht sicher nach-
gewiesen werden (Mohn et al., 1999). Auch fir die Depression wird unter anderem eine
Stérung im dopaminergen System vermutet. Die Erkrankungen, die am haufigsten mit
Dopamin in Verbindung gebracht werden, sind verschiedene Parkinsonsyndrome. Fir
diese Erkrankung konnte gezeigt werden, dal3 ein bestimmter Bereich des dopaminergen
Bahnensystems, vor allem nigrostriatale Bahnen, degeneriert ist, wodurch es zu einem
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Dopaminmangel kommt. Das fihrt zu den typischen Bewegungsstérungen, denen durch
Gabe der Dopaminsynthesevorstufe L-DOPA und neuerdings unterstiitzend durch Dopami-
nagonisten entgegengewirkt werden kann.

Bei Abhangigkeitserkrankungen werden seit einiger Zeit Stérungen der dopaminergen
Neurotransmission postuliert (Wise et al., 1988). Die Beteiligung des dopaminergen System
wird in Form eines "Belohnungssystem" diskutiert, das fuir die Vermittlung der angenehmen
und unangenehmen Gefiihle beim Suchtmittelgebrauch verantwortlich ist. Das dopami-
nerge Verstarkungssystem wird dabei als ein System definiert, das durch "primére Verstar-
ker" wie Essen oder Trinken angesprochen wird. Man nimmt bei Abhéngigkeitserkrankun-
gen eine dopaminerge Dysfunktion an, die entweder genetisch determiniert ist und zur
verminderten Dopaminfreisetzung fuhrt (Cloninger et al., 1987a, b) oder die durch den
chronischen Suchtmittelgebrauch hervorgerufen wird (Balldin et al., 1992; Imperato et al.,
1986). Unbestritten ist, dalR dem dopaminergen System eine zentrale Rolle bei der
Verhaltensverstarkung durch Belohnung zukommt (Di Chiara, 1995).

1.4.1 Alkoholabhangigkeit

Von den Mi3brauchs- und Abh&ngigkeitserkrankungen ist die Erkrankung Alkoholabh&ngig-
keit am weitesten verbreitet. Fur die Alkoholabh&ngigkeit ist erwiesen, dal3 sie genetisch
determiniert ist und daRR das dopaminerge Belohnungssystem eine Rolle bei der Atiologie
der Erkrankung spielt. Die Tendenz, dal3 Kinder dieselben Trinkmuster aufweisen wie ihre
Eltern wurde schon in der Antike beobachtet (Plato und Aristoteles (Warner und Rosett,
1975)). Alkoholismus wurde von Goodwin und Mitarbeitern (1976) als eine multifaktorielle,
genetisch beeinflul3te Krankheit beschrieben, deren genetische Ursache durch mehrere
Studien nachgewiesen wurde. Diese Untersuchungen konnten zeigen, dal3 erstens ein 25%
bis 50% Risiko fur die Entwicklung einer Alkoholabh&ngigkeit bei S6hnen und Bridern von
schwer alkoholabhdngigen Mannern besteht (Pickens et al., 1991), zweitens dal3 Alko-
holpreferenz selektiv bei Tieren geziichtet werden kann (Li et al., 1981), zum dritten, daf3
eine 55% oder hohere Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen besteht gegeniber
einer Rate von nur 28% fir gleichgeschlechtliche dizygote Zwillinge (McGue et al., 1992;
Pickens et al., 1991) und viertens, dald es unter Halbbriidern mit verschiedenen Vatern und
adoptierten S6hnen von alkoholabhangigen Mannern eine héhere Rate an Alkoholab-
hangigen gibt, ahnlich der Rate, die unter den biologischen Véatern vorhanden ist
(Sigvardsson et al., 1994).

Als biochemische Basis der Alkoholabhangigkeit wird ein Unterschied im Metabolismus des
Gehirns diskutiert, wobei Dopamin ein wichtiger Transmitter fur die Vermittlung der ange-
nehmen Gefihle in Zusammenhang mit dem Trinken darstellt. Sicher ist bisher, dal3 Etha-
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nol kurzzeitig die Feuerrate von dopaminergen Neuronen erhéht (Gessa et al., 1985) und
dal3 es nach Absetzen von Ethanol nach langerem Gebrauch zu einer verminderten Aktivi-
tat dopaminerger Neurone kommt (Rosetti et al., 1992). Aufgrund dieser Befunde wird ver-
mutet, dal’ Ethanol zur Stimulation dopaminerger Neurone im Belohnungssystem fuhrt, und
es so zu angenehmen Gefiihlen kommt. Wird Ethanol abgesetzt kommt es zu einer ver-
minderten Aktivitat der dopaminergen Neurone, was durch die Adaptation der Neurone an
die hohere Dopaminmenge erklart wird, wodurch die Neurone demzufolge weniger Dopa-
min freisetzen. Die verminderte Dopaminmenge fuhrt daraufhin zu unangenehmen Geflih-
len und unterstiutzt die erneute Einnahme von Ethanol. Diese Prozesse halten allerdings
nicht lange an, so dal3 das dopaminerge System nur in geringem Mal3e fir die Aufrechter-
haltung von Abhé&ngigkeit selbst verantwortlich gemacht wird.

Der genetische Einflul wurde nicht nur wie erwéhnt in Zwillings- und Adoptionsstudien
gezeigt, sondern auch anhand psychologischer Untersuchungen von Patienten. Cloninger
(1987b) identifizierte in seinen psychobiologischen Studien zwei vererbbare Typen von
Alkoholabhangigkeit. Der Typ | beginnt seinen Alkoholmif3brauch nach dem Alter von 25
Jahren und zeigt eine schwere psychische Abhangigkeit. Der Typ Il beginnt seinen Alko-
holmif3brauch vor dem Alter von 25 Jahren und ist durch sein Unvermdgen gekennzeichnet,
abstinent zu bleiben und zeigt aggressives und antisoziales Verhalten. Der Typ | wird bei
Mannern und Frauen gefunden und ist nicht so stark erblich bedingt wie der Typ Il, der fast
nur bei Mannern auftritt. Cloninger ging dabei von seinem biologisch psychosozialen Per-
sonlichkeitsmodell aus und verwendete dazu auch sein Temperaments- und Charakter-
Inventar (TCI) (vgl. 1.5.3).

Schlie3lich wurden bei Analysen zur Identifizierung von Kandidatengenen zwei Genorte
gefunden, die ein Kopplungsungleichgewicht’ zeigten. Der erste Bereich liegt im Gencluster
fur die GABA-Rezeptoren (Gammaaminobuttersdure) auf Chromosom 4 (Buck et al., 1997;
Long et al., 1998), der zweite identifizierte Bereich liegt auf Chromosom 11 in der Region,
in der das Gen fir den Dopaminrezeptor D, lokalisiert wurde (Long et al., 1998). Die
statistischen Werte fiir eine Kopplung liegen nicht hoch, so dal} weiterhin mit Hilfe von
Kopplungsanalysen oder tUber Assoziationsstudien nach Kandidatengenen gesucht wird,
die fur Alkoholismus verantwortlich sein konnten.

1.5 Madglichkeiten zur Untersuchung von krankheitsassoziierten Veran-
derungen im dopaminergen System

Um krankheitsassoziierte Verdnderungen im dopaminergen System zu untersuchen, bieten
sich mehrere Mdoglichkeiten an. Das mit einer Krankheit assoziierte Verhalten kann im
Tiermodell, mit Hilfe von pharmakologischen Tests oder mit psychologischen Tests am

! Kopplungsungleichgewicht: nichtzuféllige Kombination von Allelen an Genorten, die gemeinsam miteinander
vererbt werden.
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Menschen untersucht werden. Zudem konnen Erkenntnisse Uber krankheitsassoziierte
Verédnderungen auf genetischer oder neuroendokrinologischer Basis bei Tier und Mensch
gewonnen werden. Im folgenden werden die Moglichkeiten vorgestellt, die in dieser Arbeit
zur Untersuchung des dopaminergen Systems verwendet wurden.

1.5.1 Verhaltensuntersuchungen am Tier

Verhaltensmodelle lassen sich in drei Kategorien einordnen, je nach der Aussage, die mit
den Ergebnissen getroffen werden kann. Sie kodnnen zum einen die Funktionsweise
bestimmter Areale oder Systeme des Gehirns darstellen und dazu dienen, die Mechanis-
men, die fur Verdnderungen im Gehirn verantwortlich sind, zu erklaren. Zum anderen wer-
den sie fur die Entwicklung neuer Medikamente genutzt, wobei neue Kandidatensubstan-
zen im Tierexperiment mit der Wirkung etablierter Substanzen verglichen werden. Zum
dritten versucht man, mit Hilfe von Verhaltensmodellen krankheitsbedingtes Verhalten zu
simulieren und somit ein Modell fiir die Untersuchung des krankhaften Verhaltens zu haben
oder Substanzen zu testen, die das Verhalten ver&ndern oder verbessern.

Das von Havemann und Mitarbeitern (1986) entwickelte Tiermodell gehdrt zu der ersten
Kategorie von Modellen. Dabei wird nach einer einmaligen Applikation von 2 mg/kg des
Dopaminagonisten Apomorphin das Verhalten von Ratten im open field getestet. Die Tiere
zeigen im open field bei dieser Dosis Apomorphin individuell unterschiedliches Verhalten,
was vermutlich auf eine spezifische Rezeptoraktivierung zurtickzufuhren ist und auf indivi-
duelle Unterschiede im dopaminergen System insbesondere der Dopaminrezeptoren hin-
weist. Dieses Verhaltensmodell kann daher zur Untersuchung von individuellen Unterschie-
den im dopaminergen System genutzt werden, wie sie beispielsweise bei der Alkoholab-
hangigkeit diskutiert werden.

In dem Verhaltensmodell von Havemann und Mitarbeitern lassen sich aufgrund von
Stereotypien, die tber die Aktivierung der Dopaminrezeptoren durch Apomorphin hervorge-
rufen werden, zwei Verhaltensweisen eindeutig unterscheiden. Die eine Gruppe von Tieren
zeigt als Stereotypie ein anhaltendes Schniffeln, das mit einer Erh6hung der lokomotori-
schen Aktivitat einhergeht und die Tiere der Theorie nach als vorherrschend "mesolimbisch
aktive Tiere" kennzeichnet. Die andere Gruppe der Tiere weist als Stereotypie ein standi-
ges Nagen auf, das die Tiere als vorrangig "nigrostriatal aktive Tiere" charakterisiert. Sie
werden nach ihrer vorherrschend gezeigten Stereotypie als "Schniffler" und "Nager"
bezeichnet. Die lokomotorischen Aktivitdt der "Nager" ist dabei im Vergleich zu Kontrolltie-
ren erhoht, sie ist aber geringer als bei den "Schnufflern” (vgl. Abb. 1a, 1b).
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Abb. 1a: Beispiel fur die ph&anotypisch unterschiedliche horizontale Aktivitdt von "Schnuff-
lern" und "Nagern"
Die horizontale Aktivitdt gemessen in der Testanordnung ist dabei ein allgemeiner Parame-

ter fur die lokomotorische plus der durch die stereotypen Bewegungen hervorgerufene Akti-
vitat der Ratten (nach Surmann und Havemann-Reinecke, 1995).
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Abb. 1b: Beispiel fur die phanotypisch unterschiedliche zurlickgelegte Gesamtstrecke (totale
Distanz) von "Schniifflern" und "Nagern"

Die totale Distanz gibt die gesamte Laufstrecke wieder, die die Tiere in der open field
Testanordnung zuriicklegen und dient als MaR fiir die rein lokomotorische Aktivitat der Tiere
(nach Surmann und Havemann-Reinecke, 1995).

Der Dopaminrezeptoragonist Apomorphin, durch den die Verhaltensweisen ausgeldst wer-
den, bindet mit hoher Affinitat an D;- und D,-Rezeptoren und mit etwas geringerer Affinitat
an Ds-Rezeptoren (Seeman und van Tol, 1994). Die Bindung von Apomorphin an D;- und
D,-Rezeptoren und die dadurch hervorgerufenen deutlichen Unterschiede im Verhalten
fuhrten zu der Hypothese, dal die Tiere sich nicht nur phanotypisch sondern auch von der
genetischen Struktur ihrer Dopaminrezeptoren unterscheiden kénnten.

1.5.2 Der Apomorphintest bei Patienten

Der Apomorphintest (Apomorphin challenge test) ist beim Menschen eine Methode zur
Testung der Reagibilitdét des dopaminergen System in vivo. Dabei wird auf dem Umweg
Uber das Hypophysen-Hypothalamussystem Sensitivitat und Reaktion dopaminerger
Rezeptoren getestet (Lal, 1988). Fur Erkrankungen, bei denen Veranderungen im dopami-
nergen System vermutet werden, wie beispielsweise bei Alkoholismus, kann aufgrund des
Tests eine qualitative Aussage uber die Sensitivitdt von Dopaminrezeptoren gemacht wer-
den. Durch die einmalige Applikation von Apomorphin werden die Hormone Cortisol und
das Wachstumshormon (Somatotropin, GH) vermehrt ausgeschiittet. Bei Prolaktin (PRL)

11



EINLEITUNG

sorgt Apomorphin dagegen fir einen Abfall im Hormonspiegel. Die apomorphininduzierten
Veranderungen der Hormonspiegel erfolgen beim Menschen wahrscheinlich durch Stimula-
tion postsynaptischer hypothalamischer (GH, ACTH) bzw. hypophysarer (PRL) D,-Rezepto-
ren (Rosetti et al., 1992; Balldin et al., 1992). In der Klinik wird dieser Test beispielsweise
fur die Diagnose einiger Parkinsonsyndrome verwendet, um zu testen, ob die Behandlung
mit einem D,-Agonisten sinnvoll ist. Meist wird er aber in der Forschung als in vivo Test-
methode fir die Sensitivitdt der D,-Rezeptoren eingesetzt. In den folgenden Abbildungen
2a-c ist die Wirkung von Apomorphin auf die Sekretion der Hormone Somatotropin, Prolak-
tin und Cortisol schematisch dargestellt.

DA DA
l Hypothalamus i

GHRH
l (Releasing Hormon)

Hypophyse

!

GH

Abb. 2a: Wirkung von Apomorphin auf die Sekretion des Wachstumshormons

Apomorphin aktiviert Uber zentrale D,-Rezeptoren die Freisetzung von Growth-hormone-
releasing-hormone (GHRH) (1) und inhibiert die Freisetzung von Growth-hormone-inhibi-
ting-hormone (GHIH) () auf der Ebene des Hypothalamus. Bei der Wirkung von Apomor-
phin scheint der aktivierende Effekt auf GHRH zu dominieren. Dadurch wird die GH-Frei-
setzung aus der Hypophyse stimuliert.

12
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Abb. 2b: Wirkung von Apomorphin auf die Sekretion von Prolaktin

Apomorphin aktiviert D,-Rezeptoren der Hypophyse und setzt Dopamin frei. Dopamin ist
der wichtigste Prolaktin-Inhibiting-Faktor (PIF), der die Prolaktinfreisetzung aus der Hypo-
physe hemmt. Durch Apomorphin kommt es zur Verringerung der Prolaktinkonzentration.

. Hypothalamus
Apomorphin =P
DA —® CRH

CRH
(Releasing Hormone)

Hypophyse

I
ACTH

periphere Driise g

Abb. 2c: Wirkung von Apomorphin auf die Sekretion von Cortisol

Uber die Aktivierung zentraler D,-Rezeptoren durch Apomorphin wird das Corticotropin-
Releasing-Homon (CRH) im Hypothalamus vermehrt freigesetzt. CRH aktiviert in der Hypo-
physe die Freisetzung von ACTH, das auf periphere cortisolproduzierende Driisen (Neben-
nierenrinde) wirkt und diese zur Cortisolproduktion aktiviert.

13
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1.5.3 Ein psychologisches Modell: das dimensionale Personlichkeitsmodell
von Cloninger

Zur Charakterisierung von Personlichkeit werden in der Psychologie Modelle verwendet, mit
deren Hilfe man Persoénlichkeit und Abnormalitdten von Personlichkeit beschreiben kann.
Diesen Modellen liegt jeweils eine bestimmte Theorie zugrunde (Cloninger et al., 1987,
McCrae & Costa, 1987; Tellegen et al., 1988). Die Erhebung der Daten zur Persoénlichkeit
erfolgt anhand von Fragebdgen, die entweder von den Probanden selbst oder von einem
trainierten Rater (,Fragenden®) ausgefullt werden.

Das von Cloninger entworfene dimensionale Persdnlichkeitsmodell (1987a) stellt ein biolo-
gisch psychosoziales Modell fur krankheitsassoziiertes abnormales Verhalten dar. Es ver-
sucht, mit Hilfe von vier Dimensionen die Auspragung und Struktur von Temperament und
Charakter zu erklaren. Dabei haben neurobiologische, klinische und genetische Studien
vier Dimensionen fir das Temperament bestétigt, die als Neugierverhalten (novelty
seeking), Schadensvermeidung (harm avoidance), Belohnungsabhangigkeit (reward
dependence) und Beharrungsvermoégen (persistence) bezeichnet werden (Cloninger et al.,
1993). In dem Modell wurden diese vier unabh&ngigen Temperamentsdimensionen als
Uiberwiegend genetisch determiniert postuliert. Die einzelnen Persdnlichkeitsdimensionen
sind in der folgenden Tabelle genauer erklart.

Tab. 2: Beschreibung von Eigenschaften, nach denen Personen den vier Temperamentsdi-
mensionen nach dem Modell von Cloninger (1998) zugeordnet werden.

Temperamentsdimension Charakterisierung der extremen Varianten des wichtigster
Temperaments Neuromodulator
hoch niedrig
novelty seeking explorativ, impulsiv; reserviert, streng, Dopamin
(Neugierverhalten) verschwenderisch, geniigsam, stoisch
irritierbar
harm avoidance pessimistisch, optimistisch, waghalsig, GABA und
(Schadensvermeidung) angstlich, gehemmt, kontaktfreudig, Serotonin
leicht erschopfbar energiegeladen
reward dependence sentimental, offen, kritisch, unnahbar, Norepinephrin
(Belohnungsabhangigkeit) gefluhlsbetont, distanziert, unabhéngig  und Serotonin
sympathisch
persistence fleiRig, bestimmt, faul, trage, Glutamat und
(Beharrungsvermogen) ambitioniert, enttauschend, Serotonin
perfektionistisch pragmatisch

14



EINLEITUNG

Die drei Charakterdimensionen Selbstlenkungsfahigkeit (self-directedness), Kooperativitat
(cooperativeness) und Selbsttranszendenz (self-transcendence) des Modells werden in
dieser Arbeit nicht ndher erlautert, da sie nach der Theorie keine genetische Determinie-
rung aufweisen und in dieser Arbeit nicht verwendet wurden.

Nach der neurobiologischen Theorie von Cloninger sind die einzelnen Temperamentsdi-
mensionen mit katecholaminergen Systemen im Gehirn assoziiert (vgl. Tab. 2). Novelty
Seeking soll negativ mit der mesolimbischen dopaminergen Aktivitat korreliert sein (Ruegg
et al., 1994), Harm avoidance wurde mit der Ausschittung von Serotonin assoziiert (Ruegg
et al., 1994) und fur das noradrenerge System wurde in einer Untersuchung eine Korrela-
tion mit der Dimension reward dependence nachgewiesen (George et al., 1996). Uber
persistence sind bisher wenige Ergebnisse bekannt, da die Dimension erst 1993 von
Cloninger als unabhéngig vererbt erklart wurde.

In Cloningers Modell (Cloninger et al., 1987a) wurde betont, daf? fir die Beschreibung der
Personlichkeit einer Person nicht nur die einzelne Dimension, sondern vor allem das
Zusammenspiel und die Auspragung von verschiedenen Dimensionen relevant sind. Wird
dann eine Kombination aus den vier Temperamentsfaktoren gebildet, so laft sich je nach
Auspragung der einzelnen Dimensionen krankheitsassoziiertes Verhalten sehr prazise
beschreiben, was fir einen Einsatz dieser Charakterisierung bei genetischen Untersuchun-
gen von groRem Wert ist.

Die vier Temperamentsdimensionen novelty seeking, harm avoidance, reward dependence
und persistence sind nach der Theorie zwischen 50%-65% genetisch determiniert und wer-
den unabhangig voneinander vererbt. Daher ist es mdglich, mit ihnen ein Profil der krank-
heitsbedingten Persdnlichkeit zu definieren und nach Kopplung oder Assoziation mit den
einzelnen Auspragungen der Dimensionen oder dem Gesamtprofil zu suchen. Ein Beispiel
aus der neueren Literatur ist eine Assoziation des Exon Il Polymorphismus des Dopamin-
rezeptors D, mit dem Temperamentsfaktor novelty seeking. Bei gesunden Probanden
zeigten sich erhdhte Werte von novelty seeking, die mit dem vermehrten Auftreten des 7er
Allels des Polymorphismus assoziiert waren (Ebstein et al., 1996).

1.5.4 Polymorphismen-Untersuchungen und Assoziationsstudien

Eine weitere Mdglichkeit zur Untersuchung von krankheitsassoziierten Veranderungen im
dopaminergen System sind Polymorphismen-Untersuchungen und damit verbunden
Assoziationsstudien. Dabei handelt es sich um genetische, populationsbiologische Ansétze
auf statistischer Basis.

Ein Allel mit einer Mutation, das mit einer Haufigkeit von > 1% in der Gesamtbevdlkerung
vorkommt, wird als Polymorphismus bezeichnet. Polymorphismen werden ca. alle hundert
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Basenpaare im Genom gefunden, so dal} solche sogenannten genetischen Marker (ber
das gesamte Genom verteilt sind. Um Gene oder Orte auf dem Genom zu entdecken, die
mit einer Erkrankung in Zusammenhang stehen, werden gewohnlich zwei Ansétze verfolgt:
familiare Kopplungsanalysen oder Kopplungsanalysen, bei denen nach alleler Assoziation®
gesucht wird (= Assoziationsstudien). Die familiaren Kopplungsanalysen stellen in Familien
eine Beziehung zwischen verschiedenen gekoppelten Genorten her, denen ein Mendel-
scher Erbgang zugrunde liegt. Bei Assoziationsstudien wird in der allgemeinen Bevolkerung
eine Beziehung zwischen Allelen gesucht, die identische genetische Herkunft besitzen und
dadurch gekoppelt vorkommen. Die Kopplung ist allgemein ein notwendiges aber niemals
ein hinreichendes Kriterium fur eine allele Assoziation.

Bei Erkrankungen wie Alkoholismus oder Schizophrenie handelt es sich um komplexe,
genetisch vererbbare Krankheiten, die nicht nach Mendel vererbt werden und deren
mindestens zwei Krankheitsallele nur geringe Beteiligung am Ph&notyp zeigen. Um solche
Krankheitsallele und damit eventuell ein an der Erkrankung beteiligtes Gen zu identifizieren,
wird bei komplexen Erkrankungen der Ansatz der Assoziationsstudie bevorzugt, da die
familiaren Kopplungsanalysen einen Mendelschen Erbgang voraussetzen. Zwei Voraus-
setzungen fur eine Assoziationsstudie sind eine exakte Selektion des Phanotyps, der
beispielsweise Uber die spezifische Diagnose, Laborparameter und psychologische
Fragebogen bestimmt werden kann, und die Identifizierung eines Kandidatengens, dessen
Genprodukt eine klare biologische Bedeutung in bezug auf die Erkrankung besitzt. So ist
die Beteiligung des dopaminergen Systems in der Atiologie der Alkoholabh&ngigkeit unbe-
stritten, so daRR die Gene fiir die Dopaminrezeptoren Kandidatengene bei der Suche nach
Anfalligkeitsloci darstellen kdnnen. Die Interpretation alleler Assoziationen ist dabei schwie-
rig, da sie nicht wie die Kopplungsanalysen eine direkte Beziehung zwischen einem Genort
und der Krankheit angeben, sondern nur eine Beziehung zwischen den verschiedenen
Allelen. Ist eine Erkrankung mit einem Locus gekoppelt, wird sie gemeinsam mit ihm ver-
erbt und liegt womdoglich in der Nahe des Locus auf demselben Chromosom. Ist eine
Erkrankung mit einem Allel assoziiert, wird sie statistisch h&aufiger mit diesem Allel weiter-
gegeben als mit anderen Allelen. Daraus kann sich ein Hinweis auf eine gemeinsame Lage
auf einem Chromosom oder eine Kopplung mit einem Locus ergeben. Der Einsatz von
Assoziationsstudien war schon in einigen Fallen erfolgreich. Vor allem mit den HLA-Allelen
konnten einige Erkrankungen, wie Multiple Sklerose oder rheumatoide Arthritis assoziiert
werden (Braun, 1979).

Assoziationsstudien werden in drei Ansatzen verfolgt, je nach dem Anteil, mit dem das
Kandidatengen an der Erkrankung beteiligt zu sein scheint. Die erste Moglichkeit ist die
genetische fallkontrollierte Studie, hinter der die Hypothese steht, dal? ein funktionell unter-
schiedliches Allel, beispielsweise des D,-Rezeptors, unter alkoholabh&ngigen Patienten
haufiger vorkommt als unter gesunden Kontrollen. Die Signifikanz wird dann mit einem

8 allele Assoziation ist die signifikante Kombination spezifischer Allele an verschiedenen Genorten
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Chi*-Test uberpriift. Bei diesem Ansatz ist die Auswahl der Kontrollen extrem wichtig
(Lander & Schork, 1994), da die Frequenz des betrachteten Allels zwischen Populationen
stark variieren kann (Barr & Kidd, 1993) und beispielsweise Mitteleuropder genetisch nicht
gleich Sudeuropaern sind, obwohl sie populationsbhiologisch beide zu den Kaukasiern
gezéahlt werden. Um diese Populationsstratifikation zu umgehen, wurden neue Ansétze fur
Assoziationsstudien gesucht. Diese sogenannten familiengestitzten Ansatze wie der
haplotype relative risk test (HRR) und der transmission disequilibrium test (TDT) verbinden
die Suche nach einer Allelbeziehung mit der Allelweitergabe in Familien, indem sie die
Allele der Eltern eines Erkrankten als interne Kontrolle nehmen. Dadurch wird das Problem
der ethnisch passenden Kontrollen geldst. Beim HRR-Test (Terwilliger & Ott, 1992) typisiert
man erkrankte Personen und ihre Eltern fir eine Markerallel, von dem man annimmt, daf}
es mit der Erkrankung assoziiert ist und verwendet als "Kontrollen" die Allele, die nicht an
den Patienten weitergegeben wurden. Der Unterschied in den Haufigkeiten wird mit einem
Chi*-Test berechnet. Der TDT (Spielman & Ewans, 1993) geht von Familien mit einem oder
mehreren betroffenen Nachkommen aus, bei denen mindestens ein Elternteil am Marker-
locus fur das mutmallich mit der Krankheit assoziierte Markerallel heterozygot ist. Dann
werden die Haufigkeiten der weitergegebenen Allele und der nicht weitergegebenen Allele
verglichen. Diese beiden Ansétze eignen sich am besten fir komplexe Erkrankungen,
setzen aber die Kenntnis von Allelen in sicheren Kandidatengenen voraus, was fur die fall-
kontrollierten Studien nicht unbedingte Voraussetzung sein muf3.

In der vorliegenden Arbeit wurde der fallkontrollierte Ansatz fir die Untersuchung einer
Assoziation von dopaminergen Kandidatengenen mit der Erkrankung Alkoholabhangigkeit
benutzt. Er ist zuverlassig durchzufihren, wenn bekannt ist, dal3 ein Kandidatengen in die
Atiologie der Krankheit involviert ist. Dabei werden keine Polymorphismen verlangt, fir die
sicher ist, dal sie in Kandidatengenen liegen, wie dies bei den familiengestitzten Assozia-
tionsstudien der Fall ist. AuBerdem konnte ein gut charakterisiertes Kontrollkollektiv ausge-
wahlt werden.
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1.6 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Rolle genetischer Varianten im dopaminergen
System im Tiermodell auf dopaminabhéngiges motorisches Verhalten zu untersuchen.
Beim Menschen sollte ihre Bedeutung fir Alkoholabhangigkeit und Charaktereigenschaften
festgestellt werden, die nach derzeitigem Wissen dopaminerg reguliert werden. Es sollten
dazu verschiedene molekulargenetische Anséatze verfolgt werden.

Im ersten Teil sollte das durch den Dopaminagonisten Apomorphin hervorgerufene Ver-
halten im Tiermodell molekularbiologisch untersucht werden, um eventuelle Unterschiede in
den Dopaminrezeptorgenen D; und D, der Tiere zu identifizieren.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten genetische Untersuchungen zu krankheitsassoziierten
Veranderungen im dopaminergen System bei Patienten durchgefihrt werden, die die
Diagnose einer Alkoholabh&ngigkeit hatten. Anhand von Polymorphismen-Untersuchungen
sollten genetische Varianten im dopaminergen System bestimmt werden. Mit Hilfe dieser
genetischen Varianten sollte in Assoziationsstudien nach Assoziation der Alkoholabhangig-
keit mit den Kandidatengenen des dopaminergen Systems gesucht werden. Um den
Phéanotyp der Erkrankung genauer definieren zu konnen, sollten Personlichkeitsfragebdgen
und neuroendokrinologische Parameter dabei als zusatzliche Diagnosekriterien dienen.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Puffer und Lésungen

Agarosegel (x %) X g Agarose
(200 ml) 96 ml Aqua bidest.
4 ml 25xTBE
Agarosegel fir RNA 1 g Agarose
(200 ml) 5,6 ml Formaldehyd (2%)
10 ml 1XMOPS

84,4 ml DEPC-H,0O

DNA-Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40 % Saccharose

Ethidiumbromid-Farbeldsung Endkonzentration in H,O: 5 pg/ml

Lésung D 250 g Guanidiniumthiocyanat
17,6 ml Nas-Citrat (0,75 M; pH 7)
26,4 ml 10% Sarcosyl
293 ml DEPC-H,0O
autoklavieren
0,72 % RR-Mercaptoethanol frisch zugeben

MOPS (10x) 200 mM 3 N-Morpholin-Propansulfonséaure
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA (pH 7,0)

PCR Puffer 40 mM KCI, 10 mM Tris/HCI (pH 8,3)
0,1 mg/ml Gelatine, 1,5 mM MgCl,
Perkin-Elmer Cetus (USA)

RNA-Ladepuffer 250 pl Formamid (deionisiert)
83 ul Formaldehyd, 37%
50 pl 10xMOPS
0,01% (w/v) Bromphenolblau
0,01% (w/v) Xylencyanol
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Tris-Borat-Elektrophoresepuffer (1xTBE)

2.1.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Reverse Transcriptase
AmpliTag-Polymerase

Expand long template PCR System
Expand high fidelity PCR System

2.1.3 Immunoassays

Immunoenzymetrischer Assay

Immunoradiometrischer Assay

Radioimmunoassay

2.1.4 Rattenstamme

PVG

Sprague Dawley

Wistar

90 mM Tris
90 mM Borsaure
1,25 mM Na,EDTA

New England Biolabs (Beverly, MA, USA)
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Promega (Mannheim)

Perkin-Elmer (PCR Reagentien von Roche

Molecular Systems, Branchburg, New
Jersey, USA)

Boehringer Mannheim (Mannheim)
Boehringer Mannheim (Mannheim)

BioChem ImmunoSystems GmbH
(Freiburg)

MEDGENIX hGH-IRMA, MEDGENIX
Diagnostics (MEDGENIX Group
Deutschland, Ratingen)

DSL, Vertrieb IBL GmbH (Hamburg)

PVG/ OLaHsd (Harlan Winkelmann,
Borchen)

Hsd: Sprague Dawley SD (Harlan
Winkelmann)

CD-Ratte, Crl:CD®BR (Charles River
Laboratory)

HsdCpb: WU (Wistar Unilever; Harlan
Winkelmann)
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2.1.5 Molekulargewichtsstandards

Als Molekulargewichtsstandards wurden verwendet:

A-DNA/ Hind 11l Marker (Boehringer Mannheim, Mannheim)

100 bp-Leiter (Gibco BRL/ Life Technologies, Berlin)

2.1.6 Synthetische Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden bei Pharmacia (Freiburg), MWG Biotech GmbH (Ebersberg)
synthetisiert.

Primer zur Sequenzierung des D, -Rezeptorgens der Ratten

D11
D1.2

Dl.a
D1.b

Dl.c
D1.d

Dil.e
D1.f

Dl.g
D1.h

DL.i
D1,

D1.k:
D1.l

5-AGG
5-ACC

5-GAT
5-AGA

5-GTG
5-ATG

5-GGA
5-ATG

5-AGT
5-GCT

5-TGA
5°-CCA

5-ATG
5°-CCC

AAA
CCA

GCG
GCT

CTT
CTG

GAT
CGA

GGT
TG

GAG
CAC

GGG
AAG

CCA CAG GCA CCA G-%
GCA CAA GAC AGA AC-¥

GGC AGT GTC TTG-3
TCC TGG GGA GAG G-3

GCC TGG AGC G-3
CCT CTT TTT CTG AG-3

GAT GCG CTG GG-3
AAG GAG AAA TCC C-3

TGG GGG AAG TCT G-3
CCT TGT GCC AG-3

GAA GAT GAC CCC C-3
AAA CAC ATC GAA GG-3

GTG TTT GTG TGC-3
GGA ACT CGT GG-3°

21



MATERIAL UND METHODEN

Primer zur Sequenzierung des D, -Rezeptorgens der Ratten

MmRNA-Bereich:

RD2.a 5-TGA AGA GCC GTG CCA CC-3
RD2.b 5-GTC CGA AGA GCA GTG GGC-3

RD2.c 5-CAC AGC AAG CAT CCT GAA CC-3
RD2.d 5-GTA GGC CGT GGT GGG ATG-3’

RD2.e 5-GGA GAA TGG ATG CTG CCC-3
RD2.f 5-GGA TGA GGT CTG GCC TGC-3

RD2.cc 5-GGG CAA CTG TAC CCA CCC-3

Promotor und 5” untranslatierter Bereich:

RD2p.1 5-TCA GAA AGC ACA ACA GCA GAA CG-3
RD2p.2 5-ACA AGA GGC GAC CAG CTC CG-3°
RD2p.22 5-TAC AGA GGC CCC ACC CAC CC-3

RD2p.3 5-GTA CAA GGG GCG GGG TTC C-3°
RD2p.4 5'-ccc gtg cag aag cca cag ac-3°
RD2p.33 5-GTG GGT GGG GCC TCT GTA-3
RD2p.5 5-GTT CCT TCC CCA GGC CCC AC-3
RD2p.6 5-GAG GCT TCC AGC TCC CGC C-3

Primer zur Darstellung der DNA-Sequenz-Polymorphismen beim Menschen

D17 ©5-TGG AAG AGC TGT CCC CAG-3
D19 5-GTA CCT TAG TTT CTT AAT AGC A3

D2a 5-CCG TCG ACG GCT GGC CAA GTC TA-3
D2b 5-CCG TCG ACC CTT CCT GAG TGT CAT CA-3

D3a 5-GCT CTA TCT CCA ACT CTC ACA-3
D3b 5-AAG TCT ACT CAC CTC CAG GTA-3

D4-3 5-GCG ACT ACG TGG TCT ACT CG-3
D4-42 5-AGG ACC CTC ATG GCC TTG-3
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DAT1l.for 5-TGT GGT GTA GGG AAC GGC CTG AGA-3
DAT1l.rev 5-TGT TGG TCT GCA GGC TGC CTG CAT-3

TH-2-for 5-AGA GCC TCA TCG AGG ACG-3
TH-2-rev  5-CGA AGG CCA CCA GCT CAC-3

D2-677 5 -ACT GGC GAG CAG ACG GTG AGG ACC C-3
D2-676 5-TGC GCG CGT GAG GCT GCC GGT TCG G-3

2.1.7 Chemikalien und Materialien

Chemikalien:

Agarose LE
Agarose (Low melt)
Apomorphin

DEPC

DMSO

dNTPs

DTT

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Guanidiniumthiocyanat
Isopropanol

Mineralol

MOPS

Rnasin

Sarcosyl
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris

Tris-HCI

X-Gal

FMC (USA)

Roth (Karlsruhe)
Apotheke des Uniklinikums der Universitat
Mainz

Sigma (Deisendorf)
Sigma (Deisendorf)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Sigma (Deisendorf)
Riedel-de-Haen (Seelze)
Sigma (Deisendorf)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisendorf)
Roth (Karlsruhe)
Promega (Mannheim)
Sigma (Deisendorf)
Sigma (Deisendorf)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Alle Chemikalien wurden im hdchsten erhéltlichen Reinheitsgrad bezogen und ohne weitere

Reinigung verwendet.
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Materialien

EDTA-Monovetten
PCR-Reaktionsgefalie (0,5 ml)

Pipetten
Plastikgefalie

Gerate

DNA-Sequenziergeréat

Gel-Analyse-System

Gelelektrophoresesysteme

PCR-Gerate

Photometer

Spannungsgerate

Dispersionsystem (Homogenisator)

Zentrifugen

S-Monovetten, Sarstett (NUmbrecht)
Perkin-Elmer (USA)

MWG Biotech (Ebersberg)
Eppendorf

Roth (Karlsruhe)

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

Applied Biosystems GmbH (Weiterstadt)
Perkin-Elmer Division

Bio-Rad Image Analysesystem,

Software: Molecular Analyst Software 1.5
(Bio-Rad, Minchen)
Elektrophoresekammern (Roth, Karlsruhe)
DNA Thermal Cycler 480

Perkin-Elmer Cetus (USA)

OmniGene, Hybaid (Heidelberg)

Typ Uvikon, Tegimenta, (Rotkreuz,
Schweiz)

Microcomputer Electrophoresis Power
Suppley Consort IMS

IKA Labortechnik (Staufen)

Zentrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg)

Sorvall RC 28 S (Du Pont, Bad Homburg)

Sorvall RMC 14 (Du Pont, Bad Homburg)
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2.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Ratten der Stamme Wistar, Sprague Dawley und PVG der Firma
Harlan Winkelmann und Ratten des Stammes Sprague Dawley der Firma Charles River
verwendet. Die Anzahl und die Verwendung der Tiere in den unterschiedlichen Versuchen
sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tab. 3: Ubersicht iiber die verwendeten Versuchstiere
Angegeben sind alle verwendeten Tiere mit der Stammesbezeichnung und der Bezugsquelle.

Versuch Anzahl der Tiere $tamm (Lieferant)
Verhaltenstest mit Apomorphin 45 Wistar (Harlan Winkelmann)
davon Tiere fir Sequenzanalyse 6
Bestétigung der Sequenzierung 2 Sprague Dawley (Charles River)
Genotypisierung der Ratten fir 39 Wistar (Harlan Winkelmann)
die D, Promotorpolymorphismen
10 Sprague Dawley (Harlan Winkelmann)
1 Sprague Dawley (Charles River)
11 PVG (Harlan Winkelmann)

2.2.1 Apomorphintest und Verhaltenstest

Fur die Verhaltenscharakterisierungen nach Apomorphingabe wurden 23 adulte mannliche
und 22 adulte weibliche Wistar Ratten (Harlan Winkelmann) mit einem Gewicht von 200-
300 g verwendet. Die Tiere bekamen eine einmalige subkutane Injektion von 2 mg/kg
Apomorphin und wurden aufgrund ihrer lokomotorischen Aktivitdt und ihrem stereotypen
Verhalten charakterisiert. Die verschiedenen Aktivitatsformen wurden in einer open field
Testanordnung dem sogenannten "Animex-Motility-Meter" registriert (Havemann et al.
1986). Die Stereotypien wurden nach einer Methode von Lewis und Mitarbeitern (1985) und
Havemann und Mitarbeitern (1986) durch Beobachtung ausgewertet. Insgesamt wurden
drei Verhaltens- oder Stereotypieformen unterschieden (vgl. 1.5.1): "Nager", "Schnuffler"
und "Lecker". In dieser Arbeit wurden die Tiere, die die zwei Verhaltensformen des Nagens
und des Schniiffelns zeigten, verwendet, da diese Tiere die beiden extremen Verhaltens-
varianten waren (Havemann et al. 1995) (vgl. 1.5.1).
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Zur Einteilung der Ratten in Verhaltensgruppen dienten die aus dem Test im "Animex-
Motility-Meter" erhaltenen Parameter "horizontale Aktivitat", "vertikale Aktivitat" und
"gelaufene Strecke" (totale Distanz) sowie die Beobachtungen Uber das stereotype Ver-
haltensmuster der Tiere. Die Parameter wurden Uber Infrarotsensorleisten erhoben. Der
MelRparameter "horizontale Aktivitat" bezeichnete die Summe aller unteren, Gber die 3 cm
hohen Sensorleisten erhaltenen Impulse (xy-Impulse). Sie wurden als MalR fir die
Gesamtmotilitdtt des Versuchstieres angesehen. Sowohl lokomotorische Aktivitat
(Vorwartslaufen) als auch die nicht lokomotorische Aktivitat (stereotype Kopfbewegungen)
fuhrten zu xy-Impulsen. Die "gelaufene Strecke" (totale Distanz) gab die gesamte wahrend
des Testzeitraums zuriickgelegte Laufstrecke an. Die "vertikale Aktivitat" wurde in die
mittlere "vertikale Aktivitat" (10 cm hohe Lichtschranke) und die hohe "vertikale Aktivitat"
(16 cm hohe Lichtschranke) unterteilt. Die mittlere "vertikale Aktivitat" ergab sich aus der
Summe der Uber die mittlere Sensorleiste erfal3ten Impulse (Kletter- oder Aufrichtbewe-
gungen). Die hohe "vertikale Aktivitat" bezeichnete die Summe der tber die hohe Sensor-
leiste erhaltenen Impulse. Die Stereotypien wurden mittels eines speziellen Punktesystems
(Lewis et al. 1985; Havemann et al. 1986) wahrend eines 10 minutigen Mefintervalls
ermittelt. Um ein bestimmtes Verhalten als vorherrschend zu klassifizieren, muf3ten min-
destens 10 Punkte erreicht werden. Die Einteilung der Tiere zu den Gruppen erfolgte durch
einen trainierten Beobachter aus der Arbeitsgruppe von U. Havemann, wo die Tests durch-
gefuhrt wurden.

2.2.2 Auswahl der Tiere fur die Sequenzierung der Dopaminrezeptorgene D 1
und D>

Fur die Sequenzierungen wurden je drei Tiere nach der Verhaltenscharakterisierung im
"Animex-Motility-Meter" ausgewahlt. Sie hatten sehr hohe Stereotypie-Werte bei der Ein-
teilung in die zwei Verhaltensgruppen erhalten und die jeweilige Stereotypieform am aus-
gepragtesten gezeigt. Die Charakterisierung der sechs Tiere und ihre Bewertung aus dem
Test im "Animex-Motility-Meter" ist in der folgenden Tabelle aufgefuhrt. Alle sechs unter-
suchten Tiere erreichten zwischen 14 und 16 Punkten bei der Einteilung in ihre Gruppe.
Dies war moglich, da es nach dem Punktesystem zur Beurteilung der Stereotypien fir eine
kontinuierliche gezeigte Stereotypie mehr Punkte gab als fiir ein diskontinuierliches Auftre-
ten der Stereotypie (Havemann et al., 1986; Surmann et al., 1995).
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Tab. 4: Charakterisierung der drei ausgewahlten "Nager" und "Schniffler" im "Animex-
Motility-Meter"

Angegeben sind die MeRparameter fur die "vertikale Aktivitat" unterteilt in die mittlere "vertikale Akti-
vitat" (Summe aller tUber die 10 cm hohe Sensorleiste erhaltenen Impulse = m. v. Akt.) und die hohe
"vertikale Aktivitat" (Summe aller Gber die 16 cm hohe Sensorleiste erhaltenen Impulse = h. v. Akt.),
die "horizontale Aktivitat" (= Summe aller Uber die 3 cm hohe Sensorleiste erhaltenen Impulse), die
gelaufene Strecke (= Laufstrecke wahrend des MefRzeitraums), und die Stereotypie-Werte (S =
"Schnuffler”, L = "Lecker", G = "Nager").

Ratte vertikale Aktivitat horizontale gelaufene Stereotypie-Werte
Aktivitat Strecke
m.v.Akt | h.v.Akt totale Distanz S L G

Ratte N1 (Nager) 0 32 1847 914 4 1 15
Ratte N2 (Nager) 22 11 2865 1189 0 0 16
Ratte N3 (Nager) 0 6 4375 1904 7 0 16
Ratte S1

(Schniiffler) 1 56 2901 1983 16 0 0
Ratte S2

(Schniiffler) 0 1 3373 1761 16 0 0
Ratte S3

(Schniiffler) 0 29 4891 2441 14 0 9

2.3 Patienten- und Kontrollprobandenstichproben

2.3.1 Patientenstichprobe

Die Patienten, die fur die Isotypisierung von Genen des dopaminergen Systems rekrutiert
wurden, erfillten die Diagnose einer Alkoholabhangigkeit nach den Kriterien des DSM-IV
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition; diagnostic system of the
American Psychiatric Association). Die Patienten hatten ihr schriftliches Einverstandnis fur
die Isotypisierung gegeben und waren konsekutiv zur stationaren Entgiftung in der
Psychiatrischen Klinik der Universitdt Mainz aufgenommen worden. Das DSM-IV wird
neben dem ICD-10 (/nternational Classification of Diseases-10; Klinisch-diagnostische Leit-
linien der Weltgesundheitsorganisation) weltweit zur Klassifikation und Diagnose psychi-
scher Storungen benutzt. In den meisten Féllen lag eine schwere Alkoholabhangigkeit vor.
Die Diagnose wurde von Arzten der Psychiatrischen Klinik gestellt.
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Fur die Isotypisierung der Patienten wurden zwei Stichproben rekrutiert, eine Stichprobe
von 161 Patienten stand fur die Isotypisierung der Dopaminrezeptorgene Dy, D, Ds, Dy,
des Dopamintransportergens DAT1 und des Tyrosinhydroxylasegens (TH), von 83 weiteren
Patienten wurden nur die Daten fur die Untersuchung der Isotypen der Dopaminrezeptor-
gene D, und D, erhoben. Dadurch ergab sich fiir die Isotypisierung der Dopaminrezeptor-
gene D, und D4 eine Gesamtanzahl von 244 Patienten.

Tab. 5: Demographische Daten der beiden Patientenstichproben, Isotypisierungen und Anzahl
der Personlichkeitsfragebégen (vgl.1.5.3)

Patienten Stichprobe 1, n = 161 Stichprobe 2, n = 83 gesamt n = 244
Geschlecht 123 Méanner; 38 Frauen 64 Manner; 19 Frauen 187 Manner, 57 Frauen
Alter 45 + 10,1 Jahre 44,2 + 9,4 Jahre 44,6 £ 10, 1 Jahre

Isotypisierung Di, Dy, D3, D4, TH, DAT1 Dy, Dy

TCI (vgl. 1.5.3) | 126 37 163

2.3.2 Subgruppierung der Patientenstichprobe nach Cloninger

In der Stichprobe der alkoholabhé&ngigen Patienten wurden die Patienten nach der Theorie
von Cloninger und Mitarbeitern (1987) (vgl. 1.4.1) in zwei Typen eingeteilt. Die Einteilung
anhand der psychopathologischen Daten wurde von einem Mitarbeiter der Klinik nach den
Vorgaben von Gilligan und Mitarbeitern (1988) vorgenommen, ohne dal’3 er Kenntnis von
den Genotypen der Alkoholiker hatte.

2.3.3 Kontrollprobandenstichprobe

Die fur diese Studie ausgewdahlten Kontrollprobanden hatten keine Abhangigkeits- oder
MiRbrauchsdiagnose nach DSM-IV und durften keine akute psychiatrische Erkrankung
nach DSM-IV und keine auffalligen CDT (carbohydrate-deficient transferrin) und yGT-Werte
(y-Glutamyl-Transpeptidase) aufweisen. Erhéhte CDT und yGT-Aktivitdt sind Laborpara-
meter, die auf eine Alkoholabhangigkeit oder einen AlkoholmiRbrauch hindeuten. Die
Kontrollprobanden wurden nach Alter und Geschlecht passend zur Patientengruppe aus-
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gewahlt und hatten ihr schriftliches Einverstandnis fur die Isotypisierung gegeben. Von ins-
gesamt 97 Kontrollprobanden wurden Daten zu den Genotypen der Dopaminrezeptorgene
D;, D,, D3, D4, des Dopamintransportergens DAT1 und des Tyrosinhydroxylasegens in
dieser Arbeit erhoben.

Tab. 6: Demographische Daten der Kontrollprobandengruppe, Isotypisierungen und Anzahl
der Personlichkeitsfragebégen (vgl. 1.5.3)

Kontrollprobanden n =97

Geschlecht 72 Manner; 25 Frauen
Alter 41,2 £ 11,0 Jahre
Isotypisierung D1, Dy, D3, D4, TH, DAT1
TCI (vgl. 1.5.3) 67

2.4 Das Temperament- und Charakter-Inventar (TCI)

Zur Beschreibung der Struktur und Entwicklung von Persoénlichkeit bei alkoholabhéngigen
Patienten und Kontrollprobanden wurde die deutsche Version des Temperament- und
Charakter-Inventars (Temperament and Character Inventory (TCl) (Cloninger et al. 1993;
Richter et al. 1997) verwendet (vgl. 1.5.3). Das TCI (Version 9) beschreibt vier Tempera-
ments- und drei Charakterdimensionen und besteht aus 240 Fragen, die Meinungen,
Einstellungen, Interessen und persdnliche Geflihle erfragen. Die Patienten und Kontrollpro-
banden sollten darauf anhand einer dichotomen Antwortskala mit "ja" bzw. "nein" reagieren.
Das TCI wurde von den Patienten und Kontrollprobanden selbst ausgefillt. Auf3er der
Temperamentsdimension Beharrungsvermdgen (persistence; Skala mit 8 Fragen) waren
alle Temperamentsdimensionen in mehrere Subskalen untergliedert. Die Untergliederung
in die Subskalen war wie folgt: Neugierverhalten (novelty seeking) mit 40 Fragen, 4
Subskalen; Schadensvermeidung (harm avoidence) mit 35 Fragen, 4 Subskalen;
Belohnungsabhéangigkeit (reward dependence) mit 24 Fragen, 3 Subskalen. Auf die
Auswertung der vier Temperaments- oder Persdnlichkeitsdimensionen bezogen sich
insgesamt 107 Fragen.

In dieser Arbeit wurde nur mit den Temperamentsdimensionen gearbeitet, da diese nach
der Theorie von Cloninger zu den Merkmalen gehdren, die Uberwiegend genetisch
determiniert
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sind und unabhéngig voneinander vererbt werden (vgl. 1.5.3). Daher wird nur auf die
Methodik zur Auswertung dieser vier Dimensionen eingegangen. Die englischen Begriffe
haben sich in der deutschen Fachterminologie etabliert. Sie werden auch in dieser Arbeit in
englisch verwendet. Aus den zwei Stichproben der alkoholabhéngigen Patienten wurden
von 163 Personen und 67 Kontrollprobanden die Daten fur den TCI erhoben (vgl. Tab. 5,
6). Dabei bestand keine Kenntnis der genetischen Daten.

2.5 Apomorphintest bei alkoholabhangigen Patienten

Der Apomorphintest wurde bei einer Stichprobe von 16 mannlichen, alkoholabh&ngigen
Patienten und 16 mannlichen Kontrollprobanden durchgefiihrt. Alle Probanden hatten ihr
Einverstandnis fur den Test erklart. Die Patienten waren mindestens 10 Tage nach der
Entgiftung alkoholabstinent. Der Test bestand aus einer einmaligen subkutanen Apomor-
phingabe (0,01 mg/kg). Daraufhin wurde zwoélfmal Blut abgenommen und im Serum wurden
die Konzentrationen von Prolaktin, Somatotropin (GH) und Cortisol gemessen. Die Kon-
zentration an GH wurde mittels eines immunoradiometrischen Assay (hGH-IRMA
Medgenix; Dusseldorf) bestimmt. Das Detektionslimit fur GH betrug 0,1 ng/ml, der Interas-
say-Variationkoeffizient (CV) betrug 9.0-13.6%. Die Konzentrationsbestimmung fur Cortisol
wurde mit einem Radioimmunoassay (DSL, IBL GmbH, Hamburg) durchgefiihrt, dessen
Detektionslimit 0,5 ng/ml war und dessen Interassay-CV 5% betrug. Die Prolaktinkonzen-
tration wurde mit einem immunoenzymetrischen Assay (PRLSerozym, Serono Diagnostics;
Freiburg) im Serum ermittelt. Flr Prolaktin war die Sensitivitat 4 mlU/I und der Interassay
CV 3.9-5.8%. Bei allen Tests handelte es sich um kommerzielle Tests, die exakt nach den
Angaben der Hersteller durchgefiihrt wurden. Fir die molekularbiologischen Untersuchun-
gen wurden die Genotypen von drei Polymorphismen des Dopaminrezeptorgens D, (vgl.
2.9) ermittelt.

Die 16 Patienten waren Manner mit einem Durchschnittsalter von 39,7 + 12,2. Bei den 16
Kontrollprobanden handelte es sich ebenfalls um Manner mit einem Durchschnittsalter von
39,3 + 8,3. Die relativ kleine Stichprobe ergab sich, da der Test aufwendig war und von
einer hohen Abbrecherquote aufgrund der unangenehmen Nebenwirkungen, wie Ubelkeit
und Erbrechen, begleitet war, die die Patienten im Entzug schlecht tolerierten.
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2.6 Isolierung von DNA und RNA

2.6.1 Isolierung von DNA aus Blut

Zur lIsolierung von DNA aus Blut wurde der QIAmpMaxi Blood Kit der Firma QIAGEN
(Hilden) verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte gemafll den Angaben des Herstellers. Das
Blut wurde in 10 ml EDTA-Monovetten abgenommen und bis zur Aufarbeitung bei 4 °C im
Kihlschrank aufbewahrt. Es wurden 5 ml Blut zur DNA-Isolierung verwendet. Eingefrorene
Blutproben wurden bei RT aufgetaut und dann in die Aufarbeitung eingesetzt. Fir die
Isolierung wurde das Blut mit dem Lysepuffer AL versetzt, bei 70 °C fur 10 min inkubiert
und mit der gleichen Menge 100%igem Ethanol versetzt auf die Saule gegeben. Der
folgende dreiminitige Zentrifugationsschritt diente zur Bindung der DNA an die QIAGEN-
Saulen. Anschlie3end wurde die DNA je einmal mit den Puffern AW1 und AW2 gewaschen
und mit 600 pl AE-Puffer eluiert. Um die gesamte gebundene DNA zu erhalten, wurde das
Eluat erneut auf die Sédule gegeben und zentrifugiert. AnschlielRend wurden von den DNA-
Losungen fur den Einsatz in die PCR Arbeitsverdinnungen mit einer Konzentration von 100
ng/ul hergestellt. Die Stamml6ésungen wurden bei -20 °C eingefroren, wéahrend die
Arbeitsverdiinnungen bei 4 °C gelagert wurden.

2.6.2 Isolierung von RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus bis zu 30 mg tiefgefrorenem Rattenhirngewebe
erfolgte mit dem QIAGEN RNeasy mini total RNA Kit (QIAGEN, Hilden). Die Praparationen
wurden nach der Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurden 20-30 mg Gewebe
in 700 pl Puffer RLT im Ultrathorax homogenisiert. Das Lysat wurde 3 min bei 14000 Upm
(Zentrifuge 5415 C Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand mit 1 Volumen 70%igem
Ethanol versetzt. Davon wurden 700 pl auf die RNeasy Saule gegeben, 15 s bei 8000xg
zentrifugiert und anschlieRend mit 700 pl RW1 bei 8000xg 15 s gewaschen. Mit 500 ul RPE
Puffer wurde die Saule zweimal gewaschen und mit einer 2 minitigen Zentrifugation bei
8000xg getrocknet. Eluiert wurde die RNA mit 50 pl RNAse-freiem Wasser und dann bei -
80 °C gelagert.

Die Isolierung von gréReren Mengen Gesamt-RNA (1-2 ug) erfolgte nach einer modifizier-
ten Version der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Dazu wurde das gefrorene
Rattengehirn gewogen, pro 100 mg Gewebe in 2,5 ml Lésung D im Dipersionssystem
homogenisiert, 1/10 Volumen 2M Natriumacetat (pH 4,0) zugegeben und die RNA durch
Zugabe von 7,5 ml wassergesattigtem Phenol und 1,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1)
von Proteinen und DNA Resten iber eine Zentrifugation von 20 min bei 10 000xg getrennt.
Durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol wurde die RNA aus der walirigen Phase bei
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4 °C gefallt, sedimentiert und der Ruckstand derselben Extraktionsprozedur noch einmal
unterzogen. Das so erhaltene RNA Pellet wurde mit 75% Ethanol gewaschen, vakuumge-
trocknet und in 250 pl DEPC-Wasser geldst. Hieran schlossen sich zwei Phenolextraktio-
nen mit Tris-geséattigtem Phenol, und eine Chloroformextraktion an. Die RNA wurde aus der
walRrigen Phase nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2 Volu-
men Ethanol durch eine Zentrifugation von 20 min bei 10 000xg gefallt, mit 75%igem Etha-
nol gewaschen, vakuumgetrocknet und in 100 pl DEPC-Wasser gelost. Gelagert wurde die
RNA bei -80 °C.

2.7 DNA- und RNA-Standardmethoden

2.7.1 Restriktionsverdau

Fir einen Restriktionsverdau wurde je nach Ansatz 1-30 pg PCR-Produkt oder Plasmid-
DNA eingesetzt. Die Reaktion wurde je nach Enzym bei der vom Hersteller vorgeschriebe-
nen Temperatur und mit dem mitgelieferten Reaktionspuffer durchgefiihrt. Die Inkubationen
wurden im Wasserbad bei der fir das gewahlte Enzym spezifischen Temperatur durchge-
fahrt. Die Dauer der Reaktion und die eingesetzte Enzymmenge wurden gemafl dem Ver-
suchszweck und der Qualitat der zu restringierenden DNA gewahlt. Im allgemeinen wurden
20-50 Units in einen Restriktionsansatz eingesetzt und fir 2-16 Stunden restringiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1/6 Volumen DNA-Stoppuffer abgestoppt. Fur den
Restriktionsverdau der verschiedenen Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen
(RFLPs) werden die genauen Bedingungen unter 2.9 angegeben.

2.7.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Restringierte DNA-Fragmente sowie PCR-Produkte wurden auf horizontalen Agarosegelen
aufgetrennt. Je nach Auftrennungsbereich wurden die Gele 1,0 - 4,0%ig gegossen und die
Spannung zwischen 60-100 Volt (20-100 mA) gewahlt. Als Puffersystem diente 1xTBE
Puffer. Die Gele wurden nach einer Ethidiumbromidfarbung von 5-10 min unter UV-Licht
mit einer Polaroidkamera oder mit dem Bio-Rad Image Analyse System (Bio-Rad,
Munchen) dokumentiert. Als Molekulargewichtsstandards dienten eine 100 bp-Leiter oder
Hind 11l verdaute Lambda-DNA.
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2.7.3 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Fir die Auftrennung von RNA-Molekilen wurden horizontale 1%ige RNA-Agarosegele und
1xMOPS-Puffer als Laufpuffer verwendet. Die RNA wurde 10 min bei 65°C in RNA-Lade-
puffer denaturiert, auf das Agarosegel geladen und bei 25 Volt (10-32 mA) fir 5-6 Stunden
bei kleinen Gelen (6 x 7,5 cm) oder bei groRen Gelen (10 x 11,5 cm) tber Nacht aufge-
trennt. Nach einer Ethidiumbromidfarbung von 5 min wurden die Gele 30-60 min in DEPC-
Wasser entfarbt und unter UV Licht photographiert.

2.7.4 Aufreinigung von DNA Uber Agarosegele

Agarosegele mit niedrigem Schmelzpunkt wurden zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten
benutzt, die mit unspezifischen PCR-Produkten verunreinigt waren. Dazu wurde low mel-
ting point Agarose (LMP-Agarose, Roth) verwendet. Zur Wiedergewinnung der DNA-Frag-
mente aus dem Gel wurde der QIAquick Gel Extraction Kit von QIAGEN (Hilden) benutzt
und nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Dabei wurde das Gelstiick im Verhaltnis
1:3 mit Puffer QC (QIAGEN) gemischt, fur 10 min bei 50 °C inkubiert, mit 1 Volumen Iso-
propanol versetzt und auf die Saule geladen. Nach einer einmindtigen Zentrifugation wurde
die Séule mit 500 pl Puffer QC gereinigt, dann mit 750 pl Waschpuffer gewaschen und die
DNA mit 50 pl H,O eluiert. Da die wiedergewonnene DNA salzfrei sein sollte, um fir
Sequenzreaktionen eingesetzt zu werden, wurde die Sdule mit dem Waschpuffer 5 min und
vor der Elution 1 min inkubiert. Die in Wasser geléste DNA wurde dann direkt in die
Sequenzreaktionen eingesetzt.

2.7.5 Fallung von DNA

DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen
100%igem Ethanol und einer 12-16 stiindigen Inkubation bei -20 °C oder einer 20 mindti-
gen Inkubation bei -70 °C geféllt. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 14000 Upm (Zentri-
fuge 5415 C Eppendorf) und 4 °C wurde die DNA mit 70%igem Ethanol gewaschen, vaku-
umgetrocknet und in einem Volumen von 10-50 pl Aqua bidest. aufgenommen je nach
DNA-Konzentration, die zur Weiterverwendung der Proben gewiinscht wurde.

Fiur die Abtrennung von Fragmenten, die kleiner als 100 bp waren, wurde die Fallung mit
Ammoniumacetat und Isopropanol durchgefihrt. Es wurde 1 Volumen 4 M Ammonium-
acetat und 2 Volumen Isopropanol zugegeben, 30 min bei 14000 Upm
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(Zentrifuge 5415 C Eppendorf) zentrifugiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen und
getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA je nach gewunschter Konzentration in 10-50 pl
Aqua bidest. gelost.

2.8 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die PCR wurde nach der Methode von Saiki und Mitarbeitern (1988) durchgefuhrt und
erfolgte in 25-50 pl Ansatzen mit 100-200 ng DNA, 40 mM KCI, 10 mM Tris/HCI (pH 8,3),
0,1 mg/ml Gelatine, 1,5 mM MgCl,, je 10 pmol der beiden Primer, je 200 mM der vier
dNTPs sowie 2,5 U der Tag-Polymerase (AmpliTag DNA Polymerase, Perkin-Elmer Cetus,
USA). Bei einigen PCR-Reaktionen wurden zusatzlich 5% DMSO oder modifizierte Nukleo-
tide eingesetzt, um die Amplifikation zu erleichtern (vgl. 2.9.4). Die Reaktionen erfolgten in
einem OmniGene PCR-Gerét von Hybaid (Heidelberg). Der erste Schritt der PCR-Reaktion
war eine Denaturierung bei 94-96 °C fur 1-4 min. Die Amplifikationsbedingungen wurden
dann in Abhangigkeit von den verwendeten Primern und der verwendeten DNA-Polymera-
sen gewahlt (vgl.2.9), wobei eine Extensionsphase von 7 min im letzten Zyklus immer ein-
gehalten wurde. Anschliel3end wurden die Proben auf 4 °C abgekunhlt und je nach Amplifi-
kationseffizienz 5-25 pul des PCR-Ansatzes auf einem Agarosegel charakterisiert.

Im Falle von GC-reichen DNA-Bereichen oder besonders langen Amplifikaten wurde mit
dem Expand high fidelity- oder dem Expand long template PCR System nach Angaben des
Herstellers gearbeitet (Boehringer Mannheim). Das Expand high fidelity- und das Expand
long template PCR System enthalten unterschiedliche Mischungen aus den DNA-Polyme-
rasen Taqg und Pwo. Diese Mischungen besitzen durch ihren Anteil an Pwo DNA Polyme-
rase eine Amplifikationsgenauigkeit von 26 x 10° Fehler pro Base (Amoroso et al. 1998)
wahrend die Tag DNA Polymerase Fehlerrate von 2 x 10™* aufweist (Cha et al. 1993).
Zudem besitzt die Pwo Polymerase eine 3"-5"Exonukleaseaktivitat (proofreeding activitiy),
wodurch eventuelle Fehler korrigiert werden. Diese war beispielsweise fir die Sequenzie-
rung der Dopaminrezeptorgene der Ratten wichtig, da so Fehler der DNA-Polymerasen
wahrend der vorangegangenen PCR nahezu ausgeschlossen werden konnten. Die
Mischungen besitzen eine héhere Prozessivitat® und liefern somit fir die Amplifikation von
GC-reichen DNA-Bereichen langere Amplifikate und eine hohere Ausbeute an PCR-
Produkt.

9Fé\higkeit der DNA-Polymerasen an der DNA zu halten und das DNA-Stiick bis zum Ende abzulesen
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2.9 Reaktionen zur Darstellung der DNA-Sequenz-Polymorphismen

Zur Darstellung der Polymorphismen wurde der DNA-Bereich mit Hilfe der PCR amplifiziert
und das PCR-Produkt mit dem fur den Polymorphismus spezifischen Restriktionsenzym
restringiert (vgl. 2.7.1). Die Auswertung der Genotypen erfolgte mit Hilfe von 1,8 - 4%igen
Agarosegelen, auf dem die unterschiedlichen Fragmentlangen zu erkennen waren. Unter-
sucht wurden je ein RFLP der Dopaminrezeptorgensubtypen 1, 2, 3 (D;-, D,- ,Ds-Rezeptor-
gene), ein RFLP des Tyrosinhydroxylasegens (TH-Gen), sowie ein VNTR (variable number
of tandem repeats) des Dopaminrezeptorgensubtyps 4 (D4s-Rezeptorgen) und des Dopa-
mintransportergens 1 (DAT1). Zusatzlich wurden die zwei Polymorphismen

-141C Ins/Del und A-241G aus der Promotorregion und der 5° untranslatierten Region
(5"UTR) des D,-Rezeptorgens untersucht. Die Polymorphismen und die Amplifikationsbe-
dingungen werden im folgenden naher erlautert.

2.9.1 DerBspl2861 RFLP des D ;-Rezeptorgens

Der Bsp1286l-Polymorphismus liegt im 3'UTR des D;-Rezeptorgens. Die Schnittstelle fiir
Restriktionsenzym Bsp1286l wurde Uber den zweiten Primer (D1.9) in das PCR-Produkt
eingefiihrt (Cichon et al., 1994). Der Verdau des 189 bp langen PCR-Produktes mit
Bsp1286l ergab zwei Fragmente mit 166 bp und 23 bp Lange, wenn an der Position +1403
anstelle eines Thymins ein Cytosin vorkam (T - C).

In einem 50 pl Ansatz wurden 200 ng DNA, 5 pl 10x PCR-Puffer, je 10 pmol der Primer
D1.7 und D1.9 (vgl. 2.1.6), je 200 mM der vier dNTPs sowie 2,5 U der AmpliTag DNA
Polymerase gemischt und in einem PCR-Gerét wie folgt inkubiert:

Denaturierung: 3min 95°C
far 40 Zyklen: 1min 95°C
1min 57°C
1min 72°C

letzte Extension: 7min 72°C

AnschlieRend wurde ca. 1 pg des PCR-Produktes mit 11,5 Units Restriktionsenzym
Bsp1286I fur 5-8 Stunden bei 37 °C restringiert (vgl. 2.7.1) und auf ein 4%iges Agarosegel
aufgetragen.
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2.9.2 Der Taqgl A RFLP des D ,-Rezeptorgens

Amplifiziert wurde ein DNA-Stiick von 318 bp aus dem D,-Rezeptorgen, das einen RFLP
fur Tag®l enthalt (Grandy et al., 1993). Der Taql A RFLP liegt ca. 10 kb auBerhalb des
codierenden Bereichs im 3’"UTR und entsteht durch den Basenaustausch von Adenin zu
Guanin (A-G). Die Restriktion des amplifizierten Bereichs ergab beim Auftreten der
Schnittstelle zwei Fragmente mit 184 bp und 134 bp Lange.

In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 200 ng DNA, 5 ul 10x PCR-Puffer, jeweils
10 pmol der Primer D2a und D2b (vgl.2.1.6), je 200 mM der vier dNTPs sowie 2,5 U der
AmpliTag DNA Polymerase gemischt und mit folgendem Programm inkubiert:

Denaturierung: 4min 95°C
far 35 Zyklen: 1min 95°C
1min 60°C
1min 72°C

letzte Extension: 7min 72°C

Die Menge von ca. 1 ug des amplifizierten PCR-Produktes wurde danach mit 30 U des
spezifischen Restriktionsenzyms Taqg®l fir 5-8 Stunden bei 65 °C restringiert (vgl. 2.7.1).
Die entstandenen Fragmente wurden auf einem 1,8%igen Agarosegel aufgetragen.

2.9.3 Der Mscl (Ball) RFLP des D ;-Rezeptorgens

Zur Darstellung des Polymorphismus wurde ein Bereich von 463 bp aus dem ersten Exon
des Ds-Rezeptorgens amplifiziert. An dieser Position entsteht durch einen Basenaustausch
von Adenin zu Guanin (A - G) eine zusatzliche Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Mscl
(Isoenzym zu Ball), wodurch das entstandene PCR-Produkt statt zwei drei Schnittstellen fir
Mscl besitzt (Lannfeld et al., 1992). Der Basenaustausch fuhrt in der codierenden Region
zu einem Aminosaureaustausch von Serin zu Glycin. Der Polymorphismus wird auch als
Ser9Gly-Polymorphismus bezeichnet. Das 463 bp lange DNA-Fragment wird durch das
spezifische Enzym Mscl in drei bzw. vier Fragmente geteilt [(305 bp+111 bp+47 bp) (207
bp + 98 bp) + 111 bp + 47 bp].

In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 200 ng DNA, 5 ul 10x PCR-Puffer, je 10
pmol der Primer D3a und D3b (vgl. 2.1.6), je 200 mM der vier dNTPs sowie 2,5 U der
AmpliTaq DNA Polymerase gemischt und mit folgendem Programm inkubiert:
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Denaturierung: 4 min 95 °C
fur 35 Zyklen: 1 min 95 °C
Imin 59,5°C
1 min 72 °C
letzte Extension: 7 min 72 °C

Die Menge von ca. 1-1,5 pg des PCR-Produktes wurde danach mit 4,5 U des Restriktions-
enzyms Mscl bei 37 °C fur 5-8 Stunden restringiert (vgl. 2.7.1) und die Fragmente auf
einem 1,9%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.9.4 Der Exon lll Polymorphismus des D 4-Rezeptorgens (48bp- repeat)

Der Exon Il (48bp-repeat) Polymorphismus des D,-Rezeptorgens liegt im dritten Exon, das
fur die dritte cytoplasmatische Schleife des Dopaminrezeptors kodiert (Lichter et al. 1993).
Das 48 bp lange repetitive Element kann zwischen zwei- und zehnmal in einem Allel vor-
kommen, so dal die Grof3e der PCR-Produkte von 331 bp bis 763 bp reicht.

In einem 50 pl Ansatz wurden 300 ng DNA, 5 pl 10x PCR-Puffer ohne MgCl,, je 10 pmol
der Primer D4-3 und D4-42 (vgl. 2.1.6), je 200 mM dATP, dCTP, dTTP, je 100 mM dGTP
und deaza-dGTP, sowie 1 mM MgCl, und 5% DMSO gemischt und in einem PCR-Gerat fir
1 min auf 99 °C erhitzt. Dann wurden 2,5 U der AmpliTag DNA Polymerase (Perkin-Elmer,
USA) zugegeben und wie folgt inkubiert:

Denaturierung: 1 min 99 °C

far 40 Zyklen: 1 min 95 °C
1min 535°C
1 min 72 °C

letzte Extension: 7 min 72 °C

Fur die Auftrennung der Fragmente wurde ein 1,8%iges Agarosegel verwendet und 25 pl
des PCR-Ansatzes auf das Gel geladen.

2.9.5 Der VNTR Polymorphismus des Dopamintransportergensl (40bp-
repeat)

Das 40 bp lange repetitive Element (40bp-repeat Polymorphismus) liegt in der 3'UTR des
Dopamintransportergens (Gen SLC6A3). Die Anzahl der 40 bp langen Abschnitte variiert
laut Literatur zwischen 3 und 11 Wiederholungen (Byerley et al. 1993, Vandenbergh et al.
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1992), so daR die GroRe der Amplifikationsprodukte mit den Primern DAT1.for und
DAT1.rev zwischen 210 bp und 490 bp liegt (Sano et al. 1993).

Die PCR fand in einem 25 pl Ansatz mit 100 ng DNA, 2,5 ul 10xPCR Puffer, je 200 mM
dNTPs, den Primern DAT1.for und DAT1.rev (vgl. 2.1.6), 5% DMSO sowie 2,5 U der
AmpliTag DNA Polymerase statt und wurde im PCR-Gerat nach folgendem Programm
inkubiert:

Denaturierung: 3min 95°C
far 30 Zyklen: 1min 95°C
40sec 67 °C
40sec 72°C

letzte Extension: 7min 72°C

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,8%iges Agarosegel aufgetragen und die Langen der
Fragmente bestimmt.

2.9.6 Der Val81Met RFLP des Tyrosinhydroxylasegens

Amplifiziert wurde ein 215 bp langer DNA-Bereich aus dem zweiten Exon des Tyrosinhy-
droxylasegens (TH-Gen). Es handelt sich dabei um den Ball RFLP, der zum ersten Mal von
Lidecke und Mitarbeitern (1995) beschrieben wurde und bei dem der Nukleotidaustausch
zu einem Aminosaureaustausch der Base +81 von Valin (Val) zu Methionin (Met) flhrt. Hier
wurde das Restriktionsenzym Nlalll zur Darstellung des RFLP verwendet, da dieses Enzym
den RFLP direkt in zwei Abschnitte von 128 bp und 87 bp schneidet.

In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 200 ng DNA, 5 ul 10x PCR-Puffer, je 10
pmol der Primer TH2.for und TH2.rev (vgl.2.1.6), je 200 mM der vier dNTPs sowie 2,5 U
der AmpliTaq DNA Polymerase (Perkin-Elmer, USA) gemischt und wie folgt inkubiert:

Denaturierung: 4min 95°C
far 35 Zyklen: 1min 95°C
1min 65°C
Imin 72°C

letzte Extension: 7min  72°C

Ungefahr 1 pg des PCR-Produktes wurden mit 4,5 U des Restriktionsenzyms Nlalll fir 5-8
Stunden bei 37 °C restringiert und die Fragmente auf einem 3%igen Agarosegel
aufgetrennt.
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2.9.7 Der -141C Ins/Del-Polymorphismus des D ,-Rezpeptorgens

Der -141C Ins/Del-Polymorphismus liegt in der 5 -flankierenden Region des D,-Rezeptor-
gens. Es handelt sich um eine funktionelle Insertions-/ Deletionsvariante an der Position
-141 im Promotor des Gens, die von Arinami und Mitarbeitern (1997) beschrieben wurde.
Zur Darstellung des Polymorphismus wurde ein Bereich aus dem Promotor und dem ersten
Exon mit den Primern D2-677 und D2-676 (vgl. 2.1.6)amplifiziert und mit dem Restriktions-
enzym BstNI restringiert. Das PCR-Produkt war 304 bp lang. Restringiert wurde das -141C
Ins-Allel, so daf? sich zwei Fragmente von 160 bp und 144 bp ergaben.

Die PCR wurde mit dem Expand high fidelity PCR System von Boehringer Mannheim
durchgefuhrt. In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 300 ng DNA, 5 pl 10x PCR-
Puffer 2 (Boehringer Mannheim, Mannheim), je 10 pmol der Primer D2-677 und D2-676, je
200 mM der vier dNTPs sowie 0,5 pl des Expand high fidelity Enzymmix gemischt und wie
folgt inkubiert:

Denaturierung: 1min 99°C
far 35 Zyklen: 30sec 95°C

5 min 72 °C
letzte Extension: 7min  72°C

Die PCR-Produkte (ca. 1 pg) wurden mit 15 U des Restriktionsenzyms BstNI fur 5-8 Stun-
den bei 60 °C restringiert und die Fragmente auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.9.8 Der A-241G-Polymorphismus des D ,-Rezpeptorgens

Der A-241G-Polymorphismus befindet sich -241 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart
der mRNA im 5’-flankierenden Bereich des D,-Rezeptorgens. Der Polymorphismus laRi3t
sich mit dem spezifischen Enzym Maelll als RFLP nachweisen. Amplifiziert wurde der
gleiche Abschnitt wie fir den -141C Ins/Del-Polymorphismus mit den Primern D2-677 und
D2-676(vgl. 2. 1.6). Das PCR-Produkt von 304 bp Lange wurde durch das Enzym beim
Auftreten des Guanins in zwei Fragmente von 261 bp und 43 bp restringiert.

Fur die PCR wurde das Expand high fidelity PCR System von Boehringer Mannheim ver-
wendet. In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 300 ng DNA, 5 pl 10x PCR-Puffer 2
(Boehringer Mannheim, Mannheim), je 10 pmol der Primer D2-677 und D2-676, je 200 mM
der vier dNTPs sowie 0,5 pl des Expand high fidelity Enzymmix gemischt und wie folgt
inkubiert:
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Denaturierung: 1min 99°C
fur 35 Zyklen: 30sec 95°C
5min  72°C

letzte Extension: 7min 72°C

Die PCR-Produkte (ca. 1 pug) wurden mit 2 U des Restriktionsenzyms Maelll fir 5-8 Stun-
den bei 55 °C restringiert und die Fragmente auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.10 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Die reverse Transkription von RNA erfolgte in einem 40 pl Ansatz mit 40 mM KCI, 10 mM
Tris/HCI (pH 8,3), 1 mg/ml Gelatine, 1,5 mM MgCl,, 4 mM Dithiotreitol, 6,25 uM des oligo-
dT-Primers (Perkin-Elmer), je 0,9 uM der vier dNTPs, 20 U RNase-Inhibitor (Rnasin,
Promega) und 400 U reverse Transkriptase (M-MLV RT 200 Units, Promega). Zuerst wur-
den 4 ug RNA in DEPC-H,O 10 min bei 70 °C denaturiert, 1 min auf Eis inkubiert und dem
Reaktionsgemisch zugefligt. Der Ansatz wurde bei 37 °C fur 90 min inkubiert, dann die
Reaktion 10 min bei 94°C gestoppt und 2 ul des Ansatzes fur die nachfolgende PCR
eingesetzt.

2.11 DNA-Sequenzierung

Die angewandte DNA-Sequenzierung beruht auf der von Sanger und Mitarbeitern (1977)
entwickelten Kettenabbruchmethode, die von Lee und Mitarbeitern (1992) fur die Markie-
rung der DNA mit fluoreszierenden Didesoxynukleotiden am 3"-Ende modifiziert wurde.

Fur die Sequenzierung wurden die PCR-Produkte entweder Uber Agarose-Gelelektropho-
rese (vgl. 2.7.4) oder durch eine Fallung mit Isopropanol (vgl. 2.7.5) aufgereinigt und fir die
Sequenzierreaktion verwendet. Fur die Cycle-Sequencing-Reaktion wurden in einem
Ansatz von 20 pl 0,6-1 ug PCR-Produkt, 5 pmol Primer und 4-8 pl des "DyeTerminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit' (Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) einge-
setzt. Die Reaktion erfolgte auf einem OmniGene PCR-Gerét der Firma Hybaid und durch-
lief 25 Zyklen mit je 15 Sekunden bei 96-98 °C, 15 Sekunden bei der Schmelztemperatur
der jeweiligen Primer und 4 min bei 60 °C. AnschlieBend wurde die DNA mit 1/10 Volumen
3 M Natriumacetat (pH 4,6) und 2 Volumen 100%igem Ethanol gefallt, mit 70%igem Etha-
nol gewaschen und getrocknet. Der Ruckstand wurde in 25 ul Template Suppression
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Reagent (TSR) (Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) resuspendiert, die Losung flr 2
min bei 90 °C denaturiert und auf Eis aufbewahrt, bis sie zur Analyse in das Gerat gestellt
wurde. Die Kapillargelelektrophorese und die Aufnahme der Fluoreszenzsignale erfolgte mit
einem automatischen Sequenziergerat (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems GmbH, Weiterstadt).

2.12 Computerauswertung von DNA-Sequenzen

Zum Vergleich der Sequenzdaten wurden die Programme BLASTN (Pearson und Lipman,
1988, Pearson 1990, Zheng 1997) fur Nukleotidsequenzvergleiche und BLASTX (Altschul
et al., 1990) fur Proteinsequenzvergleiche verwendet. Die Homologievergleiche wurden mit
der Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD,
USA) ausgefiihrt, welche die GenBank, die DNA DataBank of Japan (DDBJ, Mishima,
Japan), die Protein DataBank (PDB) und die European Molecular Biology Laboratory
Nucleotide Sequence Database (EMBL/EBI, Hinxton, UK) vereint.

Der Sequenzvergleich fur die Dopaminrezeptorgene der Ratten wurde mit dem Programm
Sequencher™ (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) durchgefiihrt. Die Einzelse-
guenzen konnen in diesem Programm geordnet, aneinandergereiht und zu einer Gesamt-
sequenz vereint werden (= sequence alignment).

Die Primer fur die Sequenzierung der Dopaminrezeptorgene der Ratten wurden mit Hilfe
des Programms PRIMER3 des Whitehead Institute for Biomedical Research/MIT Center for
Genome Research ausgewahlt.

2.13 Verwendete Datenbanksequenzen fir die Sequenzvergleiche der
Dopaminrezeptorgene der Ratten

2.13.1 Vergleichssequenz D ;

Fur den Vergleich der Sequenzen des Dopaminrezeptorgens D; der Ratten wurde die
Datenbankeingabe von Zhou und Mitarbeitern (1992) gewahlt. Diese Sequenz des Dopa-
minrezeptorgens D; ist 6251 bp lang und umfaldt den grof3ten Teil der Promotorregion, die
5’gelegene untranslatierte Region (5"UTR) der mRNA, die codierende Region mit dem 115
bp langen Intron und die 3"gelegene untranslatierte Region (3"UTR) der mRNA. Die Daten-
bankeingabe ist im Anhang angegeben. Die Numerierung der Basen wurde aus der Daten-
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bank Gbernommen und zur Positionsangabe der Basenveranderungen nach der Sequen-
zierung verwendet. Die Klone fir die Datenbanksequenz von Zhou und Mitarbeitern (1992)
wurden aus einer striatalen cDNA-Phagenbank gezogen, die aus Hirngewebe von Ratten
des Stammes Sprague Dawley hergestellt worden war. Es handelte sich daher um eine
Sequenz des Dopaminrezeptorgens D; von Sprague Dawley Ratten. Diese Sequenz wird
im folgenden als Vergleichssequenz D, bezeichnet.

2.13.2 Vergleichssequenz D

Die Vergleichssequenz fiir das Dopaminrezeptorgen D, der Ratten wurde aus drei Daten-
bankeingaben zusammengestellt. Fir die Promotorregion und den 5'UTR, der von dem
ersten Exon kodiert wird, wurden die Eingaben von Wang und Mitarbeitern (1996) und
Minowa und Mitarbeitern (1994) gewahlt. Die Sequenz fir den Abschnitt der mRNA des D,-
Rezeptorgens wurde von Taylor und Mitarbeitern (1990) in die Datenbank eingegeben. Die
Sequenz von Taylor umfaf3t einen Teil des 5"UTR der mRNA, die codierende Region und
den 3'UTR der mRNA. Die drei Sequenzen konnten Uber den lUbereinstimmenden Bereich
des 5"UTR aneinandergefugt werden, so dal3 fir den Sequenzvergleich eine Gesamtse-
guenz fur das Dopaminrezeptorgen D, zur Verfiigung stand. Die Gesamtsequenz stellt die
lange Form des Rezeptors dar, die in der Literatur mit D,o bezeichnet wird. Diese Sequenz
wird im folgenden Vergleichssequenz D, genannt und ist im Anhang mit der Basennumerie-
rung angegeben. Die kurze SpleiRvariante des D,-Rezeptorgens ist um 87 bp kirzer und
wird mit D,g benannt. Fir die Polymorphismen-Untersuchungen wurden die Positionen der
Basen im Gen abhangig vom Transkriptionsstart nach Minowa und Mitarbeitern (1994)
angegeben. Bei den Ratten, aus denen das Hirngewebe fir die Klonierung der drei
Sequenzen aus der Datenbank gewonnen worden war, handelte es sich um Ratten vom
Stamm Sprague Dawley. Die Vergleichssequenz D, ist eine Sequenz des Dopaminrezep-
torgens D, von Sprague Dawley Ratten.
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2.14 Statistische Auswertung der Daten

2.14.1 Statistische Auswertung der Allel- und Genotypenfrequenzen von
Patienten und Kontrollprobanden

Die statistische Auswertung der Allel- und Genotypenfrequenzen erfolgte mit Hilfe der Pro-
gramme Excel und SPSS fur Windows.

In den zwei Stichproben der alkoholabhangigen Patienten und der Kontrollprobanden
wurde zur Uberprufung der Genotypenfrequenzen (Haufigkeit der Genotypen in einer
Stichprobe) mit einem Chi*-Test gepriift, ob sich die beobachteten Genotypenfrequenzen
von den nach dem Hardy-Weinberg Equilibrium erwarteten signifikant unterschieden.

Die Berechnung, ob in der Stichprobe der alkoholabhangigen Patienten ein Genotyp oder
ein Allel haufiger vorkam als in der Stichprobe der Kontrollprobanden, erfolgte mittels eines
Chi*-Test. Das Signifikanzniveau wurde als p < 0,05 definiert. Fiir den Dopaminrezeptor D,
wurden die Patienten und Kontrollprobanden nach dem Vorhandensein eines kurzen und
langen Allels unterteilt, um den Einflu? der Anzahl der Wiederholungsabschnitte im Gen zu
testen. Die Genotypen wurden nach der Anwesenheit oder Abwesenheit des 7er Allels oder
in die zwei Gruppen 4/4 versus 4/7 eingeteilt, da physiologische Unterschiede zwischen
dem Rezeptor mit den 4er Allelen und dem mit den 7er Allelen berichtet worden sind (van
Tol et al., 1992; Asghari et al., 1994). Zuséatzlich wurden zwei Gruppen gebildet, von denen
die eine Gruppe mindestens ein langes Allel (Allele 6-9 = L) aufweisen mulf3te, die andere
Gruppe wies nur kurze Allele (Allele 2-5 = S) auf (Benjamin et al. 1996).

2.14.2 Einteilung der untersuchten Probanden auf der Basis der Allele des
Dopaminrezeptors D2 und des Dopamintransporters und statistische
Auswertung

Die Patienten und Kontrollprobanden wurden aufgrund der Anwesenheit des Allels Al des
Dopaminrezeptor D, Tagl RFLPs (vgl. 2.9.2) und der Anwesenheit des Allels Ag des Dopa-
mintransporter-Polymorphismus (vgl. 2.9.5) eingeteilt. Das Al Allel des D,-Rezeptorgens
wurde schon 1990 von Blum und Mitarbeitern mit der Alkoholabhéangigkeit assoziiert (Blum
et al., 1990) und das Allel des Dopamintransportergens wurde von Sander und Mitarbeitern
(1997) bei Alkoholabhangigen mit vermehrten Krampfanféllen und Delirien assoziiert, so
dal3 die Personen mit beiden Allelen ein héheres Risiko fir eine Alkoholabh&ngigkeit auf-
weisen sollten.
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Es wurden folgende Gruppen gebildet:

- die Patienten und Kontrollprobanden, die beziglich des D,-Rezeptorgens kein Al Allel
und bezuglich des VNTRs des DAT1 kein Ag Allel aufwiesen (nicht A1 und nicht A o)

— die Patienten und Kontrollprobanden, die ein Al Allel oder ein Aq-Allel aufwiesen
(IxAloderlxAy)

— die Patienten und Kontrollprobanden, die ein Al Allel und ein Ag-Allel aufwiesen
(IxAlund1xAy)

Die statistische Auswertung flr den Vergleich zwischen den in die Gruppen eingeteilten
Patienten und Kontrollprobanden erfolgte mit einem Chi*Test. Das Signifikanzniveau
wurde als p < 0,05 definiert.

2.14.3 Statistische Auswertung der Assoziationsstudie zwischen den
Temperamentsfaktoren und dem Exon Il Polymorphismus des D 4-
Rezeptorgens

Die statistische Auswertung der Patienten- und Kontrollprobandendaten wurde mit dem
Programm SPSS fur Windows durchgefihrt. Zum Vergleich der Summenwerte der Tempe-
ramentsfaktoren der Patienten- und der Kontrollprobandengruppe wurde mit einem t-Test
far Mittelwertsvergleiche gerechnet.

Fir die Assoziationsstudie wurden die Patienten und Kontrollen aufgrund der Summen-
werte der Temperamentsfaktoren eingeteilt. Dazu wurde fir jeden Temperamentsfaktor der
Median des jeweiligen Summenwertes ermittelt. Die Patienten und Kontrollen wurden fur
jede Dimension danach unterteilt, ob sie bezogen auf diese Dimension oberhalb (+ ent-
spricht > Median) oder unterhalb (- entspricht < Median) des Medians lagen. Daraus erga-
ben sich 2 verschiedene Typenkonstellationen (Typen: +,-) flr die einzelnen Faktoren bei
univariater Prifung, 4 verschiedene Kombinationstypen (Typen: ++, +-, -+, --) fur die
Kombination zweier Faktoren bei bivariater Analyse und 8 verschiedene Kombinationsmog-
lichkeiten (mdgliche Typen: +++, ++-, +-+, +--, -++, -+-, -+, ---) aller 3 Faktoren bei
trivariater Prifung. Dann wurde tber die Berechnung der likelihood ratio ermittelt, ob die
gefundene Allelverteilung beziiglich der Einzelfaktoren und ihrer Kombinationen statistisch
signifikant von der zufallig zu erwartenden abwich. Fir die Personlichkeitsdimension
persistence wurden keine Kombinationen mit den anderen Temperamentsdimensionen
gerechnet, da es mit dieser Dimension bisher keine Befunde fir einen Zusammenhang mit
Sucht und Abhangigkeit gibt und die Anzahl der Kombinationen bei der vorhandenen Stich-
probe zu grof3 wére.
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Fir diese Tests wurden die Patienten und die Kontrollprobanden in Gruppen danach
unterteilt, ob sie

— mindestens ein 7-Allel (7) oder kein 7-Allel (non7) aufwiesen,
— den Genotyp 4/7des Allels (4/7) oder den Genotyp 4/4 des Allels (4/4) aufwiesen,

— mindestens ein langes Allel ( > 5 repeats) (L) oder kein langes Allel (S) ( < 5 repeats)
aufwiesen.

Das Signifikanzniveau wurde jeweils als p < 0,05 definiert. Bei multipler Testung wurde je
nach Anzahl der durchgefihrten Tests eine Adjustierung des Signifikanzniveaus nach
Bonferroni durchgefihrt (p < 0,05/ n).

2.14.4 Statistische Auswertung des Apomorphintests

Die graphische Darstellung des Apomorphintest wurde mit dem Programm Graph Pad
Prism und die statistische Auswertung mit dem Programm STATISTIKA durchgefihrt.

Zum Vergleich der Hormonkonzentrationen der Patienten und Kontrollprobanden nach
Placebo- und nach Apomorphingabe wurde eine Zwei-Wege-ANOVA gerechnet. Dazu
wurden die Mittelwerte der Hormonkonzentrationen nach Applikation berechnet und diese
zu den Blutabnahmezeitpunkten verglichen. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Molekularbiologische Untersuchung der Dopaminrezeptorgene D 1
und D, von Ratten charakterisiert in einem pharmakologischen
Verhaltensmodell

In dieser Arbeit wurden Wistar Ratten verwendet, die anhand der von Havemann und Mit-
arbeitern (1986) entwickelten Methode nach dem Verhalten charakterisiert worden waren
(vgl. 1.5.1). Nach Gabe von 2 mg/kg Apomorphin waren die Tiere in "Nager" und "Schnuff-
ler" eingeteilt worden (vgl. 2.2). Die Gruppe der "Nager" definierte sich durch stereotypes
Nagen und gesteigerte lokomotorische Aktivitat. Die Gruppe der "Schniffler" wies stereoty-
pes Schnuffeln auf und zeigte eine extrem erhéhte lokomotorische Aktivitat (vgl. Tab. 4). Es
wurde hier die Hypothese gepruft, ob es Hinweise gibt, daf3 die zwei durch eine identische
Dosis Apomorphin hervorgerufenen unterschiedlichen Verhaltensweisen der Tiere auf
Unterschiede in der DNA-Struktur der Dopaminrezeptorgene D; und D, zurlckzuflhren
sind. Um dies zu testen wurde die Methode der direkten Sequenzierung gewahlt und
homologe Bereiche der beiden Gene sequenziert (vgl. 2.11).

3.1.1 Die Strategie zur Sequenzierung der Dopaminrezeptorgene D 1 und D

3.1.1.1 Auswahl der Tiere

Von insgesamt 23 im "Animex-Motility-Meter" getesteten Tieren, 13 "Nager" und 10
"Schniffler", wurden fir die Sequenzierung der Dopaminrezeptorgene D; und D, drei Tiere
aus jeder Gruppe ausgewahlt, die die Stereotypien am ausgepragtesten gezeigt hatten
(vgl. 2.2.2). Fur die Zuordnung der Tiere zu einer der beiden Stereotypieformen mufite eine
Mindestpunktzahl von 10 erreicht werden. Alle sechs untersuchten Tiere hatten zwischen
14 und 16 Punkten bei der Einteilung in die entsprechende Gruppe erhalten (vgl. 2.2.2). Mit
Hilfe von drei Sequenzierungen pro Verhaltensgruppe konnte dann eine Aussage Uber die
Nukleotidfolge und die Genstruktur der Rezeptorgene gemacht werden, da zwei Sequen-
zierungen flr die Verifizierung eines Unterschieds Ubereinstimmen muf3ten.

Da es sich bei den Vergleichssequenzen D; und D, aus der Datenbank (vgl. Anhang 7.1)
um Sequenzen von Sprague Dawley Ratten handelte, wurden zusatzlich noch die ent-
sprechenden Dopaminrezeptorgene von zwei Sprague Dawley Ratten sequenziert, um die
Vergleichssequenzen zu bestatigen.
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3.1.1.2 Auswahl des Sequenzierbereichs der Rezeptorgene D ;und D>

Zur Untersuchung der Dopaminrezeptorgene D; und D, wurde der Bereich der codierenden
Region, die 5°gelegene untranslatierte Region (5'UTR) der mRNA und ein Teil des
Promotors gewahlt. Der Abschnitt des Promotorbereiches wurde so bestimmt, daf3 er alle
moglichen Transkriptionsfaktorbindungsstellen enthielt, die bei den Genen nachgewiesen
worden waren (Zhou et al. 1992, O"Malley et al. 1990, Minowa et al. 1992). In der Tabelle 5
sind die Langen der sequenzierten Bereiche der beiden Gene einander gegenibergestellt,
um die Langenunterschiede in den homologen Regionen zu verdeutlichen.

Tab. 5: Langen der sequenzierten Bereiche der Dopaminrezeptorgene D 1 und Do

Bei dem Rezeptorgen D, bezeichnet das A die lange Form der Rezeptor-mRNA. Die kurze Form ist
um 87 bp kirzer und wird mit D, abgekdrzt (vgl. 2.13.2).

D;-Rezeptorgen D ,A-Rezeptorgen
sequenzierte Gesamtlange 2962 bp 2269 bp
Anzahl der sequenzierten PCR- 7 5
Produkte
Lange des sequenzierten 717 bp 467 bp
Promotorbereichs
Lange des sequenzierten 5"UTR 863 bp 349 bp
der mRNA
Lange der codierenden Region 1341 bp 1390 bp

Der ausgewahlte Abschnitt des D;-Rezeptorgens wurde auf genomischer DNA amplifiziert
und die Amplifikationsprodukte sequenziert. Fir die Sequenzierung der codierenden
Region des D,-Rezeptorgens wurde cDNA aus Gesamt-RNA (vgl. 2.6.2) synthetisiert und
diese sequenziert, da fir das Gen die Sequenzen der Exon-Intron-Ubergange auf DNA-
Ebene nicht bekannt sind. Der Promotorbereich und der 5’UTR der D,-Rezeptor-mRNA
wurden auf genomischer DNA amplifiziert und die PCR-Produkte sequenziert. Die zwei
SpleiBvarianten des D,-Rezeptors Dy, und Dog (vgl. 1.2.2) wurden mit dem Amplifikations-
produkt RD2.c/d (vgl. 3.1.1.2, 3.1.1.3), in dem das 87 bp lange sechste Exon lag, amplifi-
ziert, die verschieden langen PCR-Produkte wurden Uber Gelelektrophorese getrennt und
sequenziert.

Zur Sequenzierung des Dopaminrezeptorgens D; wurden sieben PCR-Produkte, fur das
Dopaminrezeptorgen D, wurden fiinf PCR-Produkte amplifiziert, deren Langen zwischen
400 bp und 600 bp lagen.
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Sie wurden so plaziert, daf3 sie sich um 80-150 bp an den Enden Uberlappten und sich die
einzelnen Sequenzierungen uber diese gemeinsamen Abschnitte zu der Gesamtsequenz
aneinanderfigen lieBen (vgl. Abb. 3a,b). Jedes Amplifikat wurde in beiden Richtungen
sequenziert.

3.1.1.3 Darstellung der sequenzierten Region der Dopaminrezeptorgene

In den Abbildungen 3.a und 3.b sind die einzelnen Amplifikate und der sequenzierte
Bereich der Rezeptorgene D; und D, schematisch dargestellt. Die Auswahl der sequen-
zierten Region der Rezeptorgene D; und D, wurde unter 3.1.1.1 erklart. Die LAngenanga-
ben in Basenpaaren beziehen sich auf die Vergleichssequenz D; und auf die Vergleichsse-

quenz D,, die im Anhang dieser Arbeit angegeben und unter 2.13.1 und 2.13.2 erlautert
werden.
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Promotorregion (1-2408 bp) MRNA (2409-2719 bp) + Intron (115 bp) + (2835-6251 bp)

5 3
1

Promotor 5'UTR codierende Region 3'UTR

sequenzierter Bereich (1690 bp- 4640 bp)
D1.1/2
D1l.a/b
Dl.c/d
D1l.e/f
D1.g/h
DL.ilj

D1.k/l

Abb. 3a: Schematische Darstellung des D ; -Rezeptorgens mit dem sequenzierten Bereich und den amplifizierten Teilstiicken

Die Vergleichssequenz D; aus der Datenbank ist mit einer Ladnge von 6251 bp angegeben. Das Dopaminrezeptorgen D; enthdlt ein 115 bp groR3es
Intron im 5"UTR der mRNA, das mitsequenziert und daher nicht eingezeichnet wurde. Die amplifizierten Teilstiicke sind mit den Namen ihrer Primer
bezeichnet. Die Langenangaben des Promotorbereichs, der mRNA und des Introns sind in Basenpaaren angegeben. Dabei sind die Basen von 5" -
3" durchnumeriert.
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Promotorregion DNA (1-1532 bp) MRNA (1533 bp-4330 bp)

5

Promotor 5'UTR codierende Region

\/

sequenzierter Bereich (1065 bp-3334 bp)

RD2p.1/2
+—>
RD2.3/6
RD2.a/b

RD2.c/d

—
RD2.elf

Abb. 3b:  Schematische Darstellung des D ,-Rezeptorgens mit dem sequenzierten Bereich und den amplifizierten Teilstlicken

Die angegebene Sequenz entspricht der Vergleichssequenz D,, die aus drei Datenbankeingaben des Dopaminrezeptorgens D, zusammengestellt
wurde (vgl. 2.13.2 und Anhang). Die amplifizierten Teilstiicke sind mit den Namen ihrer Primer bezeichnet. Die Langenangaben sind nach der
Vergleichssequenz D, in Basenpaaren angegeben. Das Exon, das fur die kurze Form der Rezeptor-mRNA herausgesplei3t wird, wurde Uber den
sequenzierten Bereich eingezeichnet, da es bei der langen Form mitsequenziert wurde. Die Gesamtlange des Gens betragt 4340 bp fur D,5 und

4253 bp fur Dyg.
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3.1.2 Sequenzanalyse der Dopaminrezeptorgene D ; und D, der "Nager" und
"Schnuffler"

Mit den einzelnen Sequenzabschnitten der beiden Dopaminrezeptorgene wurde ein
sequence-alignment durchgefuhrt (vgl. 2.12), um die Einzelsequenzen zu der Gesamtse-
guenz zusammenzufiigen und so die drei Gesamtsequenzen der "Nager" mit denen der
"Schnuffler" zu vergleichen.

Zwischen den D;-Rezeptorgensequenzen der zwei Verhaltensgruppen der "Nager" und
"Schnuffler" wurde kein Sequenzunterschied identifiziert. In allen sechs Sequenzierungen
des D;-Rezeptorgens waren die Sequenzen der "Nager" identisch mit denen der "Schnuff-

ler".

Die sechs Sequenzen des D,-Rezeptorgens der "Nager" und "Schnuffler" unterschieden
sich in zwei Positionen im Promotorbereich des Gens. "Nager" 1 und "Nager" 2, "Schnuff-
ler" 2 und "Schnuffler" 3 wiesen die gleiche Sequenz auf, die zwei Sequenzunterschiede zu
der Vergleichssequenz D, zeigte (vgl. 3.1.3). Die Sequenzen von "Nager" 3 und "Schnuff-
ler" 1 waren identisch mit der Vergleichssequenz D,.

3.1.3 Die Sequenz des Dopaminrezeptorgens D 1 der "Nager" und
"Schnuffler"

Die Sequenzierung der D;-Rezeptorgensequenzen der "Nager" und "Schniffler" sowie der
Sprague Dawley Ratten ergab sechs Sequenzunterschiede zu der Vergleichssequenz D,
aus der Datenbank (vgl. Tab. 6). In der Abbildung 4 ist der Sequenzabschnitt des D;-
Rezeptorgens abgebildet, in dem sich die Sequenzunterschiede befanden. Dargestellt ist
dabei der sequenzierte Bereich des Promotors und der 5"UTR der mRNA des D,-Rezep-
torgens. Die Sequenzierung von insgesamt acht D;-Rezeptorgensequenzen von zwei ver-
schiedenen Rattenstammen (sechs Sequenzen von Wistar Ratten, zwei Sequenzen von
Sprague Dawley Ratten) ergab eine neue Sequenz fir den Promotor und den 5"UTR der
MRNA des D;-Rezeptorgens.
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Tab. 6: Unterschiede der Sequenzen des D

lern" und zwei Sprague Dawley Ratten zu der Vergleichssequenz D

1-Rezeptorgens von drei "Nagern", drei "Schnuff-

Die Numerierung der Basen wurde von der aus der Datenbank stammenden Vergeichssequenz D,

Ubernommen.

Basennummer Basen der Veranderung Basen der Region des Gens
Vergleichs- neuen (Primerpaar)
sequenz D 4 Sequenz

1901 C/C Austausch zu G GIG Promotor (D1.1/2)
2211 TIT Deletion eines T 5'UTR (D1.a/b)
2217 Cc/Cc Austausch zu G GIG 5'UTR (D1.a/b)
2219 Insertion eines C C/C 5'UTR (D1l.a/b)
2678 A/A Austausch zu G G/IG 5'UTR (D1.c/d)
2854 Insertion eines G G/G 5'UTR (D1.eff)

Legende zur Abbildung der nachsten Seite:

Abb. 4: Teilabschnitt des 5’flankierenden Bereichs und des 5UTR der D

Gegenuberstellung der Vergleichssequenz D

1-Rezeptor mRNA,

1 und der neuen Sequenzierung

In der oberen Zeile ist die Vergleichssequenz D; aus der Datenbank angegeben, darunter die
neue Sequenzierung. Die Unterschiede sind fett gedruckt und unterstrichen. Das 115 bp
lange Intron im 5"UTR ist in kleinen Buchstaben gedruckt. Der Transkriptionsstart ist mit +1

markiert.
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1851 GCTGGCGCAG GGTTGGCAGA ATCCAGGAGC GTGGCCTCCC AGATCGGTGA
1851 GCTGGCGCAG GGTTGGCAGA ATCCAGGAGC GTGGCCTCCC AGATCGGTGA

1901 CCACTCTCCA GCCGGGGCTC CCCGTACCCC TGTTGCGGGG CACTCAGAGA
1901 GCACTCTCCA GCCGGGGCTC CCCGTACCCC TGTTGCGGGG CACTCAGAGA

1951 GAGCGCAGCG ATGCGGGCAG TGTCTTGGGT TAGCAGGGCG TGGGCGTGGG
1951 GAGCGCAGCG ATGCGGGCAG TGTCTTGGGT TAGCAGGGCG TGGGCGTGGG

2001 GAGGGTCGGC TCTGATTCCG AGCTTTGGGT GGAACTTGAG GTTGGCCTGA
2001 GAGGGTCGGC TCTGATTCCG AGCTTTGGGT GGAACTTGAG GTTGGCCTGA

2051 AGAGACGCTG AGTTTTGGTT TACTTGATTT GAGCATCAGG ATTTGTCCCT
2051 AGAGACGCTG AGTTTTGGTT TACTTGATTT GAGCATCAGG ATTTGTCCCT

2101 CGGGTTCTGT CTTGTGCTGG GGTCCCCTGG GGGGCTGAGG TAGCCAGAGA
2101 CGGGTTCTGT CTTGTGCTGG GGTCCCCTGG GGGGCTGAGG TAGCCAGAGA

2151 GGGCACGGAG ATTTGGTAGG CGTCCCACAC CCCTGCTCCA GCTGTGCCTT
2151 GGGCACGGAG ATTTGGTAGG CGTCCCACAC CCCTGCTCCA GCTGTGCCTT

2201 CAGTGAACCAICGTGTG TG TCGCCCGCCA CTCTGCCTGT CAAGCTCAGC
2201 CAGTGAACCA CGTGTGECTG TCGCCCGCCA CTCTGCCTGT CAAGCTCAGC

2251 CCACCACCAG GGCCGGGAGG GGACGCGGAG GCGGGGTGGG CTGTGCCCTG
2251 CCACCACCAG GGCCGGGAGG GGACGCGGAG GCGGGGTGGG CTGTGCCCTG

2301 CTGGAACCCA GCCGGCCGGT GCCCTCGCCC AAGCTGCTGT GCTTGCCTGG
2301 CTGGAACCCA GCCGGCCGGT GCCCTCGCCC AAGCTGCTGT GCTTGCCTGG

2351 AGCGCCTGCC ACTGCTAACA GGGAGAGGGT GGCGCCACGG GGAGGCTCAG

2351 AGCGCCTGCC ACTGCTAACA GGGAGAGGGT GGCGCCACGG GGAGGCTCAG
+1

2401 GGTCCTGCC TAAGAACGAG GAACCAAAGT GGGACCCAGC GCTGGGCTCC

2401 GGTCCTGCC TAAGAACGAG GAACCAAAGT GGGACCCAGC GCTGGGCTCC

2451 CTCAAACAGG ACAGAAAGCT GCCCCAGTGA CTAGTCCTGG AGGTTCCTCT
2451 CTCAAACAGG ACAGAAAGCT GCCCCAGTGA CTAGTCCTGG AGGTTCCTCT

2501 CCCCAGGAAG CTCTGAGAAC CCTCCCCGGG AGAGGGGACA GCAATCTGTA
2501 CCCCAGGAAG CTCTGAGAAC CCTCCCCGGG AGAGGGGACA GCAATCTGTA

2551 GGTGGGCAAG GTAGCAGGAA GGGTACCGCT TCCCTGGATG CCTGGTCTGG
2551 GGTGGGCAAG GTAGCAGGAA GGGTACCGCT TCCCTGGATG CCTGGTCTGG

2601 GATTCCTTCC CCAAATCCAT CCCAGAGATT TTTCTGCATC AGGAGGGGAA
2601 GATTCCTTCC CCAAATCCAT CCCAGAGATT TTTCTGCATC AGGAGGGGAA

2651 CAGTTGCTAT GCTGACTGGG CTGWTIG GAGCTCCAGG GGTTCTGGGA
2651 CAGTTGCTAT GCTGACTGGG CTGAGG GAGCTCCAGG GGTTCTGGGA

2701 GAAGTGACCC TAAAGCAAGg taggtggtct tgatggactt gtccaggaga
2701 GAAGTGACCC TAAAGCAAGg taggtggtct tgatggactt gtccaggaga

2751 tgatgcgetg ggottgtgtg tatctaaata tgcggtgtge acagagtctt
2751 tgatgcgetg ggotigtgtg tatctaaata tgcggtgtge acagagtctt

2801 ggtgaacgac gttgtctttc cctttgcttt ttagGGCATT TGGAGAGATG
2801 ggtgaacgac gttgtctttc cctttgcttt ttagGGCATT TGGAGAGATG

2851 CGT_GCCAGGG GCTTGGAGGA GAAATGCATG TATTTTAGGC CGTGTCTCAG
2851 CGTGGCCAGGG GCTTGGAGGA GAAATGCATG TATTTTAGGC CGTGTCTCAG

2901 AAAAAGAGGC AGCATCCCTG AAAAGTGACT AGAATTGACC TGGAAGAGGC
2901 AAAAAGAGGC AGCATCCCTG AAAAGTGACT AGAATTGACC TGGAAGAGGC
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3.1.4 Die Sequenz des Dopaminrezeptorgens D , der "Nager" und
"Schnffler"

Zwischen den D,-Rezeptorgensequenzen der "Nager" und "Schnuffler" sowie der Sprague
Dawley Ratten traten zwei Unterschiede auf (vgl. Abb. 5, 6). In der Abbildung 6 ist die
Sequenz des Promotors des D,-Rezeptorgens mit den Sequenzunterschieden dargestellt.

In bezug auf die Basen mit den Nummern 1179 und 1277 wurden fir das D,-Rezeptorgen
zwei Allele identifiziert (vgl. Abb. 5). "Nager" 1 und 2, ebenso wie "Schnuffler" 2 und 3
waren heterozygot fur die Allele, wahrend "Nager" 3, "Schnuffler" 1 und die zwei Sprague
Dawley Ratten homozygot fur die Allele waren. In den Abbildungen 7a,b sind Beispiele fur
die direkte Sequenzierung eines homozygoten und eines heterozygoten Tieres dargestellt.

1051 CCCAAGTCTT CCTCTCAGAA AGCACAACAG CAGAACGAAC TGCTGTGATT
1051 CCCAAGTCTT CCTCTCAGAA AGCACAACAG CAGAACGAAC TGCTGTGATT

1101 TTCAGACCTG AGGTCTGTAC ACCGACTCTG GATATCCTTC CGGAATCTAT
1101 TTCAGACCTG AGGTCTGTAC ACCGACTCTG GATATCCTTC CGGAATCTAT

1151 TTCTCCTTTA AAGACTTGAT GTACCACATG TAGTGCTTCA GCTAGCCCTT
1151 TTCTCCTTTA AAGACTTGAT GTACCAIGATAGTGCTTCA GCTAGCCCTT
T

1201 GGCCCTGACT CCTCAAAGGA GGGGATCGAC CCGCTGGTGT TGTGATTGCT
1201 GGCCCTGACT CCTCAAAGGA GGGGATCGAC CCGCTGGTGT TGTGATTGCT

1251 AGACCAGAGT AGGTTTGGAT GGGCAGAGTG TTACTTAAAA AGTATAGGAT
1251 AGACCAGAGT AGGTTTGGAT GG®&CGAG TTACTTAAAA AGTATAGGAT
A

1301 GACACCGGCG AGCAGTCCGG AGCACAGGCT ATCCCCACTC AAAGCCAGAG
1301 GACACCGGCG AGCAGTCCGG AGCACAGGCT ATCCCCACTC AAAGCCAGAG

1351 ATGGATTCTC GGTCTCAGCT CTCAAGGTTC CTTCCCCAGG CCCCACAGTG
1351 ATGGATTCTC GGTCTCAGCT CTCAAGGTTC CTTCCCCAGG CCCCACAGTG

1401 CAGAGATAGT TCTGGGGCCC TGGGTGGGTG GGGCCTCTGT ACAAGGGGCG
1401 CAGAGATAGT TCTGGGGCCC TGGGTGGGTG GGGCCTCTGT ACAAGGGGCG

1451 GGGTTCCCGG GCGCCTCGTG GCCAGGGTGA CCCCGCCCCC TCCTCCTGCG

1451 GGGTTCCCGG GCGCCTCGTG GCCAGGGTGA CCCCGCCCCC TCCTCCTGCG
+1

1501 CAGCGCTCTG ATTCCGCGGA GCTGTCCAGBGIICCG GAGCTGGTCG

1501 CAGCGCTCTG ATTCCGCGGA GCTGTCCAGBGIGCCG GAGCTGGTCG

1551 CCTCTTGTGC GCAGCGCCTC CTGCCCGCCT TCCCGCCTGG TCCCCGCGCT
1551 CCTCTTGTGC GCAGCGCCTC CTGCCCGCCT TCCCGCCTGG TCCCCGCGCT

Abb. 5: Teilabschnitt des Promotors der Vergleichssequenz D 2 und Gegenuberstellung der D ,-
Rezeptorgensequenz der vier Wistar Ratten

In der oberen Zeile ist die Vergleichssequenz D, aus der Datenbank angegeben, darunter die
neue Sequenzierung. Die Unterschiede sind fett gedruckt und unterstrichen. Der Transkrip-
tionsstart ist mit +1 markiert (Minowa et al., 1994).
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1179 T/T 1179 T/C
SE0) | =RE=N | N T=0) ! 1=00, ! 1=50) | T=e0)
AT GTHCCHCAH T G THGTGLCTTTCH G AT GTACCACA HG T AGTG CT T
[=1u] Q0 100 100 110

Abb. 6: Direkte Sequenzierung eines homozygoten und eines heterozygoten D 2-Rezeptorgens
fuir den ersten Nukleotidaustausch (Basennummer 1179)

Die Sequenzierungen erfolgten mit dem Primer RD2p.1 und sind vom 5°-Ende des PCR-
Produktes zum 3"-Ende dargestellt.

1277 AIA 1277 AIG
' =21 E-DI N 224!:!' N 232E|| N 24E|E|| ' 24EEE|I N 256EI| N
G GATGGGUCAG AGTG T TACT THAA ATG GG CAG HG TG T  TARHCT T AA
150 190 4 200 =210
Abb. 7: Direkte Sequenzierung eines homozygoten und eines heterozygoten D »-Rezeptorgens

fur den zweiten Nukleotidaustausch (Basennummer 1277)

Die Sequenzierungen erfolgten mit dem Primer RD2p.1 und sind vom 5-Ende des PCR-
Produktes zum 3"-Ende dargestellt.
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3.1.5 Identifizierung und Charakterisierung von zwei Polymorphismen in der
Promotorregion des D ,-Rezeptorgens von Wistar Ratten

3.1.5.1 Auftreten von zwei Allelen in der Promotorregion des D -
Rezeptorgens

Die Sequenzierung der Promotorregion des D,-Rezeptorgens von sechs Wistar Ratten
identifizierte Tiere, die an den Positionen -355 (Nummer 1179) und -257 (Nummer 1277)
des Gens heterozygot waren. Die zwei Allelformen kamen in vier der sechs Tiere vor. Um
zu untersuchen, ob es sich hierbei um echte polymorphe Positionen des D,-Rezeptorgens
handelte, wurde dieser Genabschnitt bei zuséatzlich 39 Wistar Ratten sequenziert (Uberblick
Uber die Tieranzahl vgl. 2.2.1). Das Ergebnis der Sequenzierung ist in der Tab. 7 wiederge-
geben.

Tab. 7: Vorkommen von zwei Allelen im Promotor des D ,-Rezeptorgens von Wistar Ratten

Von insgesamt 45 Tieren (vgl. 2.2.1) wurden die Genotypen firr die Polymorphismen an den Positio-
nen -355 und -257 bestimmt. Fir jeden Typ ist die Anzahl der Tiere und die Haufigkeit des Typs
angegeben.

Typ Position -355 (1179) [Position -257 (1277) |Anzahl Haufigkeit

Typ 1 (Datenbank) TT Al A 8 17,8 %
Typ 2 (heterozygot) T/C Al G 23 51,1 %
Typ 3 (homozygot) C/C G/ G 14 3L,1%

Nach diesem Ergebnis wurden drei Genotypen beziiglich der zwei Allele definiert:
e Genotyp l: T-355T A-257A
» Genotyp 2: T-355C A-257G

 Genotyp 3: C-355C G-257G

In der Abbildung 8 sind Beispiele fur die Sequenzierung der drei Genotypen dargestellt.
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a)

b)

C)

T-355C-Polymorphismus

\

! I960| ! 1|D4D| ! 1|1 ZDI

AT GTHCCHACA T G TAGTGCTTCH
[=1u] Q0

10cC

A-257G-Polymorphismus

v

1 2|l 60' 1 2:24‘D| 1 2|320| 1

GGATGGGCAG AGTG T TACT TAHAHA
150 19 4

\

| T20) R 1=200) R 1250y R 1360

GAT GTACCACA HG TARAGTG CT T
100 110

2|4‘C'D| 1 2|4‘80| 1 2|56D| 1

v

=60, L 100y L 1120 . L 13

GAT GT ACCACA CGT AGTGCTT
=11 =l

ATG GG CAG HG TG T THCT T HA
200 210

v

ATG GG CAG GG TG T THCT T
=1u] 190

Abb. 8: Sequenzierung der drei Genotypen beziglich des T-355C-Polymorphismus und des

A-257G-Polymorphismus

Die Sequenzierung wurde mit dem Primerpaar RD2p.1/2 durchgefihrt (vgl. 2.1.6). Die Lese-

richtung ist von 5" nach 3" angegeben.

a) Genotyp 1 (T-355T, A-257A)
b) Genotyp 2 (T-355C, A-257G)
c) Genotyp 3 (C-355C, G-257G)
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3.1.5.2 Isotypisierung des T-355C-Polymorphismus und des A-257G-Poly-
morphismus

Fur die Isotypisierung der Tiere in bezug auf die beiden Polymorphismen wurde der Gen-
abschnitt mit den Primern RD2p.1/2 amplifiziert und der T-355C-Polymorphismus mit dem
Enzym Nlalll (CATG-) nachgewiesen. Das PCR-Produkt ergab ein Fragment von 494 bp.
Nach der Restriktion mit Enzym Nlalll blieb das T-355 Allel mit 494 bp erhalten, wahrend
das C-355 Allel sich in zwei Fragmente von 116 bp und 378 bp restringieren lief3 (vgl.
Abb.9).

Die Isotypisierung fur den A-257G-Polymorphismus erfolgte mit dem Sequenzierprimer
RD2p.22, der innerhalb des mit RD2p.1/2 amplifizierten PCR-Produktes liegt, so dal3 sich
die polymorphe Stelle bei der Sequenzierung in dem Bereich der grofdten Auflésung
befindet.

600 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Abb. 9: Gelelektrophoretische Auftrennung der restringierten PCR-Fragmente zur Darstel-
lung des T-355C Polymorphismus
Auftrag der Fragmente nach der Isotypisierung auf einem 2%igen Agarosegel. Die Frag-

mente wurden mit den Primern RD2p.1/2 fur den T-355C amplifiziert und mit Nlalll restrin-
giert. Als Marker (M) diente eine 100-bp Leiter.

Spur 1: T/T ist homozygot fur das T-355 Allel (Typ 1)
Spur 2: T/C ist heterozygot fuir das T-355 und C-355 Allel (Typ 2)
Spur 3: C/C ist homozygot fur C-355 Allel (Typ 3)
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3.1.6 Auftreten der Polymorphismenim D  ,-Rezeptorgen von zwei weiteren
Rattenstammen

Die Genotypen 2 und 3, die bei den sechs Wistar Ratten identifiziert worden waren, traten
nur bei Wistar Ratten auf. Die Vergleichssequenz D, aus der Datenbank und die Sequen-
zen der Sprague Dawley Ratten, die fir den Sequenzvergleich analysiert worden waren
(vgl. 3.1.1), entsprachen dem Genotyp 1. Um festzustellen, ob es sich um zwei fur den
Stamm Wistar charakteristische Polymorphismen handelte, wurden die Polymorphismen
bei zusatzlich 11 Tieren des Stammes Sprague Dawley und 11 Tieren des Stammes PVG
untersucht. In der Tabelle 8 sind die Genotypen der Tiere und die Haufigkeit der einzelnen
Genotypen angegeben.

Tab. 8: Vorkommen und Haufigkeit der drei Genotypen bei Wistar, PVG, und Sprague Dawley
Ratten

Die Tiere, die im Abschnitt 3.5.1 isotypisiert worden waren, wurden zum Vergleich der Tabelle hinzu-
gefiigt. Die Isotypisierungen der zwei Sprague Dawley Ratten aus dem Abschnitt 3.1.1.1 wurden
ebenfalls mitgezahlt. Weitere 11 Sprague Dawley und 11 PVG Ratten wurden neu isotypisiert. Die
Genotypen wurden wie unter 3.1.5.1 angegeben bezeichnet.

Rattenstamm Anzahl Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3
Wistar (m+w) 45 8 23 14
PVG (m) 11 11 - -
Sprague Dawley (m) 13 10 1 2

Der Genotyp 1 trat bei den PVG Ratten ausschlie3lich und bei den untersuchten Sprague
Dawley Ratten Uberwiegend auf. Bei den Wistar Ratten waren alle Genotypen vertreten,
wobei der Genotyp 2 deutlich haufiger war als beiden anderen Genotypen (vgl. Tab. 8).
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3.1.7 Assoziation der Polymorphismen mit unterschiedlicher lokomotori-
scher Aktivitat bei Wistar Ratten

Alle 45 Wistar Ratten waren nach ihrem Verhalten im "Animex-Motility-Meter" charakteri-
siert worden, so dal3 die Parameter "vertikale Aktivitat", "horizontale Aktivitat" und "gelau-
fene Strecke" (totale Distanz) vorlagen. Es ergab sich eine Assoziation des
Verhaltensparameters "gelaufene Strecke" mit den Polymorphismen des D,-Rezeptorgens

(vgl. Abb. 10).

Totale Distanz ("gelaufene Strecke") (m)

i p = 0.08

4 | p<0.05 |

3 b

2 |

1

o1

Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3
n=38 n=23 n=14

Dopaminrezeptor D , Genotyp

Abb. 10: Parameter "gelaufene Strecke" in Abhangigkeit vom Genotyp der Tiere
Der Parameter wurde fir 45 Tiere ausgewertet.

Die Tiere mit dem Genotyp 1 zeigten die héchste lokomotorische Aktivitat. Die Tiere mit
dem Genotyp 2 wiesen eine geringere lokomotorische Aktivitat auf als die Tiere mit dem
Genotyp 1. Dieser Unterschied war signifikant auf dem p < 0,05 Niveau. Weiterhin zeigte
sich ein Trend fur einen signifikanten Unterschied in dem Parameter "gelaufene Strecke"
zwischen den Tieren mit dem Genotyp 1 und dem Genotyp 3 (vgl. Abb. 10). Fir die
Berechnung der Unterschiede wurde der Mann-Withney-U-Test gerechnet. Als Signifikanz-
niveau wurde p < 0,05 festgelegt.
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3.2 Untersuchung der D ,-Rezeptorsensitivitat bei alkoholabhangigen
Patienten nach Apomorphingabe (Apomorphintest)

Als Test fir die Sensitivitat von D,-Rezeptoren in vivo (vgl. 1.5.2) wurde bei Patienten der
Apomorphintest (vgl. 2.5) benutzt. Dabei wird die endokrine Reaktion auf den Dopaminre-
zeptoragonisten Apomorphin als Parameter verwendet, um eine Aussage Uber die Sensiti-
vitat der D,-Rezeptoren bei alkoholabhéangigen Patienten zu treffen. Der Test wurde in die-
ser Arbeit durchgefiihrt, da in einigen Studien gezeigt worden war, daf3 es bei alkoholab-
hangigen Patienten zu einer abnormalen neuroendokrinologischen Reaktion auf Apomor-
phin kommen kann, was mit ihrer D,-Rezeptorausstattung in Zusammenhang stehen
kénnte. Es wurden 16 Patienten und 16 Probanden mit Apomorphin getestet und die
Hormonspiegel von Somatotropin (GH), Prolaktin (PRL) und Cortisol gemessen. Parallel
dazu wurden von 31 der Testpersonen die D,-Rezeptorpolymorphismen Tagl A, A-241G
und -141C Ins/Del analysiert.

3.2.1 Neuroendokrine Reaktionen nach Apomorphingabe

Die Hormonreaktionen von GH, Prolaktin und Cortisol der Patienten und der Kontrollen sind
in den Abbildungen 1la-c dargestellt. Die Hormonkonzentrationen waren fiir die Patienten-
und Kontrollprobandengruppe bei Placebobehandlung und fir GH auch bei Apomorphin-
gabe nach Beurteilung der Kurven nicht unterschiedlich. Fur Prolaktin wurden die Hormon-
konzentrationen nach dem Vergleich der Kurven der Patienten und Kontrollen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten statistisch verglichen, da die Kurven einen Unterschied nahelegten
(Faktor 1"Pat/Kontr" F 20y = 1,126, n.s.; Faktor 2 "Zeit" F(14308) = 22,717, p < 0.000; 1x2
F4,308) = 0,955, n.s.). Fir Cortisol ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Mittelwerten zu den Zeitpunkten 10.00 Uhr, 10.15 Uhr und 10.30 Uhr, der mit einer Zwei-
Wege-ANOVA berechnet wurde (Faktor 1"Pat/Kontr" F(12¢) = 1,024, n.s.; Faktor 2 "Zeit"
F(14,392) = 17,824, p < 0.000; 1x2 F(14,392) =5791,p< 0.000).
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Abb. 11a: Serumkonzentrationen von GH vor und nach Placebo- und Apomorphingabe fir
beide Stichproben.

Die Apomorphingabe betrug 0,01 mg/kg Kdrpergewicht. Angegeben sind die Mittelwerte
mit dem Standardfehler des Mittelwertes (Patienten n = 16; Kontrollen n = 16)
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Abb. 11b: Serumkonzentrationen von Prolaktin vor und nach Placebo- und Apomorphingabe
fur beide Stichproben.

Die Apomorphingabe betrug 0,01 mg/kg Korpergewicht. Angegeben sind die Mittelwerte
mit dem Standardfehler des Mittelwertes (Patienten n = 16; Kontrollen n = 10).
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Abb. 11c: Serumkonzentrationen von Cortisol vor und nach Placebo- und Apomorphingabe
fuir beide Stichproben.

Die Apomorphingabe betrug 0,01 mg/kg Kérpergewicht. Angegeben sind die Mittelwerte
mit dem Standardfehler des Mittelwertes (Patienten n = 16; Kontrollen n = 16). Die Sterne

geben die signifikant unterschiedlichen Mittelwerte zwischen den Patienten und Kontrollen
an (2-Wege-ANOVA).

3.2.2 Genotypen und Allelfrequenzen von drei Polymorphismen des D 2-Re-
zeptorgens und neuroendokrine Reaktion auf Apomorphin

In unseren Stichproben von 16 alkoholabhangigen Patienten und 16 Kontrollprobanden
wurden die Polymorphismen A-241G, -141C Ins/Del und Taql A des D,-Rezeptorgens

untersucht (vgl. 2.9.7 und 2.9.8) und mit ihrer endokrinen Reaktion nach dem Apomor-
phintest in Beziehung gesetzt.

3.2.2.1 Genotypen und Allelfrequenzen

Insgesamt 31 Probanden wurden fur die RFLPs (Restriktions-Langenfragment-Polymor-
phismen) A-241G und Taql A (vgl. 2.9.2 und 2.9.8) und den funktionellen Polymorphismus
-141C Ins/Del isotypisiert. Bei dem funktionellen Polymorphismus -141C Ins/Del fihrt die
Deletionsvariante zu einer verminderten Expression des Gens. (Arinami et al., 1997). Die

Haufigkeiten der Allele und Genotypen der drei Polymorphismen sind in den folgenden
Tabellen angegeben.
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Tab. 9a: Allelanzahl und Allelfrequenzen des Dopaminrezeptorgens D » bei alkoholabhangigen
Patienten und Kontrollprobanden
Die Allelfrequenzen sind in Klammern in Prozent (%) angegeben.

Allel 1 Allel 2 p-Wert (chi %)

D,/ A-241G A-241 G-241

Patienten (2n = 30) 28 (93,33) 2 (6,67)

Kontrollen (2n = 32) 30 (93,75) 2 (6,25) 0,947
D,/ -141C Ins/Del -141C Ins -141C Del

Patienten (2n = 30) 30 (100) -

Kontrollen (2n = 32) 29 (90,63) 3(9,37) 0,086
D,/ Taql A Al A2

Patienten (2n = 32) 8 (25,0) 24 (75,00)

Kontrollen (2n = 32) 3(9,38) 29 (90,62) 0,098

Tab. 9b: Genotypenanzahl und Genotypenfrequenzen des Dopaminrezeptorgens D » bei alko-
holabhangigen Patienten und Kontrollprobanden
Die Genotypenfrequenzen sind in Klammern in Prozent (%) angegeben.

Genotyp Genotyp Genotyp p-Wert

(chi?)

D,/ A-241G A-241A A-241G G-241G

Patienten (n = 15) 13 (86,67) 2 (13,33) -

Kontrollen (n = 16) 14 (87,50) 2 (12,50) - 0,998

D, /-141C Ins/ Del -141C Ins/Ins -141C Ins/Del -141C Del/Del

Patienten (n = 15) 15 (100) - -

Kontrollen (n = 16) 13 (81,25) 3(18,75) - 0,222

D,/ Tagl A Al/A1 Al/A2 A2/A2

Patienten (n = 16) 1(6,25) 6 (37,50) 9 (56,25)

Kontrollen (n = 16) - 3 (18,75) 13 (81,25) 0,29

Die beobachtete Verteilung der Allele und Genotypen unterschied sich nicht von der nach

dem Hardy-Weinberg-Equilibrium erwarteten Verteilung. Zwischen den Gruppen der

Patienten und Probanden konnte kein signifikanter Unterschied in der Allel- bzw. Genoty-

penverteilung beobachtet werden. Allerdings zeigte sich ein schwacher Trend fir einen

Unterschied der Gruppen bei der Allelverteilung der Polymorphismen Tagl A und -141C

Ins/Del (vgl. Tab.9a).
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3.2.2.2 Apomorphinreaktionen in Abhéngigkeitvom D  ,-Rezeptorgenotyp

Um die Auswirkung der Genotypen auf die Apomorphinreaktion zu beschreiben, wurden die
Hormonspiegelmessungen der Patienten und Probanden einzeln aufgetragen. Es wurden
die Hormonspiegel der 4 Personen mit den Genotypen Taql A1/Al und -141C Ins/Del mit
den Hormonspiegeln der 27 anderen Personen verglichen. In Bezug auf das Al Allel
weisen mehrere Befunde darauf hin, dal3 die Trager des Al Allels eine verringerte Rezep-
torsensitivitat und Dichte besitzen (Heinz et al., 1995; Lawford et al., 1992; Noble et al.,
1995). Die Betrachtung des -141C Ins/Del Polymorphismus erschien interessant, da von
Arinami und Mitarbeitern (1997) die verminderte Expression des D,-Rezeptorgens in vitro
nachgewiesen wurde. Die hier beobachteten Hormonreaktionen entsprachen der pharma-
kologischen Wirkung von Apomorphin, wobei sie bei den einzelnen Probanden sehr unter-
schiedlich ausfielen. Durch Apomorphin wurde wie erwartet die GH- und die Cortisol-Se-
kretion stimuliert, wahrend die Prolaktin-Sekretion vermindert wurde (vgl. 1.5.2).

In den folgenden Abbildungen 12a-c ist zu erkennen, daf3 die Genotypen keinen Einflu® auf
die Hormonspiegel der drei Hormone GH, PRL und Cortisol hatten. Der Proband mit dem
Genotyp Taql A A1/Al und die drei Probanden mit dem Genotyp -141C Ins/Del unter-
schieden sich in ihren Reaktionen auf Apomorphin nicht von den anderen Probanden.
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Abb. 12a: Individuelle GH-Spiegel der getesteten Probanden

Die Hormonprofile wurden aus den Blutkonzentrationen von GH ermittelt, die im Abstand
von 15 min vor und nach Gabe von Apomorphin gemessen wurden. Apomorphin wurde
um 9.15 Uhr appliziert (V). Die Profile sind fiir die untersuchten 31 Probanden einzeln
aufgetragen. Die Hormonprofile der 4 Probanden mit den Genotypen Taql A A1/Al und -
141C Ins/Del sind mit dicken schwarzen Linien dargestellt.
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Die Hormonprofile wurden aus den Blutkonzentrationen von Prolaktin ermittelt, die im Ab-
stand von 15 min vor und nach Gabe von Apomorphin gemessen wurden. Apomorphin
wurde um 9.15 Uhr appliziert (W). Die Profile sind fiir die untersuchten 31 Probanden ein-
zeln aufgetragen. Die Hormonprofile der 4 Probanden mit den Genotypen Taql A A1/Al

und -141C Ins/Del sind mit dicken schwarzen Linien dargestellt.
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Individuelle Cortisolspiegel der getesteten Probanden
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Die Hormonprofile wurden aus den Blutkonzentrationen von Cortisol ermittelt, die im Ab-
stand von 15 min vor und nach Gabe von Apomorphin gemessen wurden. Apomorphin
wurde um 9.15 Uhr appliziert (W). Die Profile sind fiir die untersuchten 31 Probanden ein-
zeln aufgetragen. Die Hormonprofile der 4 Probanden mit den Genotypen Taql A A1/Al

und -141C Ins/Del sind mit dicken schwarzen Linien dargestellt.
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3.3 Untersuchung von DNA-Sequenz-Polymorphismen des dopaminer-
gen Systems bei alkoholabhangigen Patienten und
Kontrollprobanden

Um die Hypothese zu testen, ob Polymorphismen des dopaminergen Systems bei alkohol-
abhangigen Patienten mit der Alkoholabhangigkeit assoziiert sind, wurden DNA-Sequenz-
Polymorphismen der Dopaminrezeptorgene D,;, D,, D3, D4, sowie der Tyrosinhydroxylase
und des Dopamintransportergens bestimmt. Bei den Patienten lag eine Alkoholabhangig-
keit nach den diagnostischen Kriterien des DSM-IV (vgl. 2.3.1) vor. Bei den Kontrollproban-
den handelte es sich um gesunde Personen, die wie unter 2.3.3 erlautert ausgesucht wor-
den waren. In beiden Gruppen wurden die Genotypenverteilung und die Allelfrequenzen
der Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLP) Bsp1286l fir das Rezeptorgen
D,;, Tagl A fur das Rezeptorgen D,, Mscl fir das Rezeptorgen Dz und Val81Met fur das
Tyrosinhydroxylasegen ermittelt. Fir das Dopaminrezeptorgen D, und das Dopamintrans-
portergen wurden Polymorphismen mit variabler Anzahl an Wiederholungsabschnitten
(variable number of tandem repeats = VNTR) bestimmt. Bei dem Polymorphismus des Dy-
Rezeptorgens handelte es sich um einen Polymorphismus mit 48 bp langen Wiederho-
lungsabschnitten (48bp-repeat-Polymorphismus). Fur das Transportergen wurde ein Poly-
morphismus mit 40 bp langen Wiederholungsabschnitten (40bp VNTR) untersucht.

3.3.1 Genotypen und Allelfrequenzen der Polymorphismen der Dopaminre-
zeptorgene D 1, D2, D3 und des Tyrosinhydroxylasegens

Die Genotypenverteilung und die Allelfrequenzen der RFLPs der Dopaminrezeptorgene Dy,
D,, Ds und des Tyrosinhydroxylasegens (TH) beider Gruppen sind in den folgenden
Tabellen aufgefiihrt. Bei den RFLPs werden drei Genotypen unterschieden, die ent-
sprechend der relevanten Fachliteratur benannt und abgekirzt wurden (vgl. Tab. 10). Die
Allelfrequenzen der beiden Allele wurden ebenfalls ermittelt. Die Genotypen und Allelfre-
guenzen wurden mit den unter 2.9 beschriebenen Methoden bestimmt. In den Abbildungen
13-15 sind Beispiele fur die Gelelektrophorese zur Auswertung der Isotypen der vier RFLPs
gegeben.
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Tab. 10: Benennung der Polymorphismen, Allele und Genotypen der RFLPs

Die Polymorphismen wurden nach dem jeweiligen Restriktionsenzym bezeichnet. Die Allele wurden
entsprechend der Literatur benannt, wobei das ungeschnittene Allel mit 1 und das geschnittene Allel
mit 2 angegeben wurde. Die Genotypen ergaben sich aus den drei mdglichen Allelkombinationen. Die
Angaben in Klammer geben die Position des Polymorphismus im Gen an, sofern diese bekannt ist.

Gen Polymorphismus Allelbezeichnung Genotypen
D;-Rezeptorgen Bsp12861 (+1403) D1, D2 D1/D1, D1/D2, D2/D2
D,-Rezeptorgen Tagl A Al, A2 AL1/AL, A1/A2, A2/A2
Ds-Rezeptorgen Mscl /Ball (+9) M1, M2 M1/M1, M1/M2, M2/M2
TH-Gen Val 81 Met (+81) Val, Met Val/Val, Val/Met, Met/Met

600 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Abb. 13: Genotypisierung fir den Bsp1286 | Polymorphismus des Dopaminrezeptorgens D

Auftrag der PCR-Fragmente nach der Restriktion mit Bsp12861 auf einem 4%igen Agarose-
gel. Als Marker (M) wurde eine 100 bp-Leiter verwendet.

Spuren 3, 4: Beispiele fur den homozygoten Genotyp D1/D1
Spuren 2,6, 7: Beispiele fur den heterozygoten Genotyp D1/D2
Spuren 1, 5: Beispiele fur den homozygoten Genotyp D2/D2
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600 bp
200 bp
100 bp

Abb. 14: Genotypisierung fir den Taq | A und den Msc | Polymorphismus der Dopaminrezep-
torgene D , und D 3.

Auftrag der PCR-Fragmente nach der Restriktion mit Taql bzw. Mscl auf einem 1,8%igen
Agarosegel. Als Marker (M) wurde eine 100 bp-Leiter verwendet.

Spuren 1a, 1b: Beispiel fir die homozygoten Genotypen A1/Al, M1/M1
Spuren 2a, 2b: Beispiel fur die heterozygoten Genotypen A1/A2, M1/M2
Spuren 3a, 3b: Beispiel fir die homozygoten Genotypen A2/A2, M2/M2

600 bp

300 bp
200 bp
100 bp

Abb. 15: Genotypisierung fir den Val81Met-Polymorphismus des Tyrosinhydroxylasegens.

Auftrag der PCR-Fragmente nach der Restriktion mit Nlalll auf einem 3%igen Agarosegel.
Als Marker (M) wurde eine 100 bp-Leiter verwendet.

Spur 6: Beispiel fur den homozygoten Genotyp Val/Val
Spuren 1, 2, 3: Beispiele fir die heterozygoten Genotypen Val/Met
Spuren 4,5, 7:  Beispiele fur die homozygoten Genotypen Met/Met
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Tab. 11a: Genotypenanzahl und -frequenzen der RFLPs der Dopaminrezeptorgene D 1, Do, D3
und des Tyrosinhydroxylasegens bei alkoholabhangigen Patienten und Kontrollprobanden
Die Frequenzen der Genotypen sind in Klammern in Prozent (%) angegeben.
Genotyp Genotyp Genotyp p-Wert
(chi?
D,/ Bsp1286l D1/D1 D1/D2 D2/D2
Patienten 52 (32,70) 87 (54,72) 20 (12,58)
(n = 159)
Kontrollen 39 (40,21) 48 (49,48) 10 (10,31) 0,561
(n=97)
D,/ Taqgl A A1/A1 A1/A2 A2/A2
Patienten 13 (5,33) 76 (31,15) 155 (63,52)
(n = 244)
Kontrollen 3(3,09) 31 (31,96) 63 (64,95) 0,761
(n=97)
Ds/ Mscl M1/M1 M1/M2 M2/M2
Patienten 80 (50,00) 68 (42,50) 12 (7,50)
(n = 160)
Kontrollen 44 (45,36) 43 (44,33) 10 (10,31) 0,679
(n=97)
TH/ Val81Met Val/Val Val/Met Met/Met
Patienten 78 (48,44) 68 (42,24) 15 (9,32)
(n =161)
Fontg;';en 45 (46,39) 33 (34,02) 19 (19,59) 0,0518
n=

Die beobachteten Genotypenfrequenzen in der Gruppe der alkoholabhangigen Patienten
unterschieden sich fur die Dopaminrezeptorgene D; D, und D3 sowie fur das Tyrosinhy-
droxylasegen nicht signifikant von denen, die nach dem Hardy-Weinberg Equilibrium
erwartet wurden. In der Kontrollgruppe waren die Genotypenfrequenzen fiir die drei Dopa-
minrezeptorgene ebenfalls nicht unterschiedlich von den nach Hardy-Weinberg erwarteten
Frequenzen.

Aufgrund eines Trends zu einem Ungleichgewicht im Hardy-Weinberg-Equilibriums fir den
Val81Met-Polymorphismus des Tyrosinhydroxylasegens in der Kontrollgruppe ergaben sich
auch in den weiteren Auswertungen Trends fir einen Unterschied zwischen den Patienten
und den Kontrollen beziglich des Val81Met Polymorphismus (vgl. Tab. 11a). Diese Trends
wurden nicht weiter interpretiert, da die Bonferroni-Korrektur angewendet wurde und die
Abweichung durchaus mit dem Zufall vereinbar ist.
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Tab. 11b: Allelanzahl und -frequenzen der RFLPs der Dopaminrezeptorgene D

des Tyrosinhydroxylasegens bei alkoholabhéngigen Patienten und Kontrollprobanden

Die Allelfrequenzen sind in Klammern in Prozent (%) angegeben.

Allel 1 Allel 2 p-Wert (chi ?)

D,/ Bsp1286l D1 D2

Patienten (2n = 318) 191 (60,06) 127 (39,94)

Kontrollen (2n = 194) 126 (64,95) 68 (35,05) 0,269
D,/ Taqgl A Al A2

Patienten (2n = 488) 102 (20,90) 386 (79,10)

Kontrollen (2n = 194) 37 (19,07) 157 (80,93) 0,593
D3/ Mscl M1 M2

Patienten (2n = 320) 228 (71,25) 92 (28,75)

Kontrollen (2n = 194) 131 (67,53) 63 (32,47) 0,372
TH/ Val81Met Val Met

Patienten (2n = 322) 224 (69,57) 98 (30,43)

Kontrollen (2n = 194) 123 (63,40) 71 (36,60) 0,128

3.3.2 Genotypen und Allelfrequenzen des Exon Il Polymorphismus des

1, D2, D3 und

Dopaminrezeptorgens D 4

Die in den untersuchten Stichproben von 244 alkoholabhangigen Patienten und 97 Kon-
trollprobanden beobachteten Genotypen und Allelfrequenzen des Exon IlI Polymorphismus
des D4-Rezeptorgens sind in der folgenden Tabelle 12 angegeben. Die Anzahl der 48bp-
Wiederholungen lag in den Stichproben von Patienten und Kontrollen zwischen 2 und 9
Wiederholungen. Aus der Anzahl der Wiederholungen, ergaben sich auch die unten auf-
gefuhrten Genotypenbezeichnungen, bei denen die Zahl der Wiederholungen der beiden
Allele angegeben wurde. Die Genotypenfrequenzen der Patienten und der Kontrollen
unterschieden sich nicht signifikant von denen, die hach dem Hardy-Weinberg Equilibrium
erwartet wurden.
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Tab. 12: Allel- und Genotypenanzahl und Frequenzen des Exon Il Polymorphismus des
Dopaminrezeptorgens D 4 bei alkoholabh&ngigen Patienten und Kontrollprobanden

Die Allelbezeichnungen beziehen sich auf die Anzahl der 48 Basenpaarwiederholungen. Die Allel-
und Genotypenfrequenzen sind in Klammern in Prozent (%) angegeben. Die Angaben fir die haufig-
sten Allele (4er, 7er Allel) und Genotypen (4/4, 4/7) sind fett geschrieben, da zwischen diesen Allel-
bzw. Genotypenverteilungen am haufigsten Unterschiede zwischen Gruppen gezeigt worden waren
(Ebstein et al., 1996, Benjamin et al., 1996).

Dopaminrezeptorgen D 4 Patienten Kontrollen
(n = 244) (n=97)

Allele (repeats)

2 46 (9,43) 15 (7,73)
3 20 (4,10) 12 (6,19)
4 313 (64,14) 133 (68,56)
5 2 (0,41) 3(1,55)
6 2 (0,41) 0
7 101 (20,70) 29 (14,95)
8 1 (0,20) 1(0,51)
9 3(0,61) 1(0,51)
Genotypen
2/2 3(1,23) 0
2/3 1(0,41) 1(1,03)
2/4 24 (9,84) 10 (10,3)
27 14 (5,74) 4(4,12)
2/8 1(0,41) 0
33 0 1(1,03)
3/4 15 (6,15) 7(7.22)
3/7 4(1,64) 2 (2,06)
4/4 102 (41,8) 46 (46,93)
4/5 2(0,82) 3(3,09)
4/6 2(0,82) 0
A7 65 (26,64) 20 (20,62)
4/8 0 1(1,03)
4/9 1(0,41) 0
717 8 (3,28) 1(1,03)
7/9 2(0,82) 1(1,03)
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Zwischen den Genotypenfrequenzen der Patienten und der Kontrollen gab es keinen signi-
fikanten Unterschied (likelihood ratio p = 0,381). Auch der Vergleich zwischen den Gruppen
mit den Genotypen 4/4 vs. 4/7 ergab keinen signifikanten Unterschied (likelihood ratio p =
0,187).

Im Anschluf3 ist in der Abbildung 16 die Genotypisierung von 12 Probanden fir den Exon Ill
Polymorphismus exemplarisch dargestellt.

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 NK

600 bp

100 bp

Abb. 16: Gelelektrophoretische Darstellung einiger Genotypen fur den Exon Il Polymorphis-
mus des D 4-Rezeptorgens

Auftrag der PCR-Produkte auf einem 1,8%igen Agarosegel, als Marker diente eine 100 bp-

Leiter.

Spuren 1, 4: Genotyp 3/4 Spuren 8, 10:  Genotyp 4/4
Spur 2: Genotyp 4/5 Spuren 7, 12:  Genotyp 4/4
Spur 3: Genotyp 7/7 Spur 9: Genotyp 4/8
Spur 6: Genotyp 4/7 Spur 11: Genotyp 2/7

Die dritte Bande in den Spuren 1 und 4 sind auf Heteroduplexmolekile zuriickzufiihren, die
langsamer wandern als die Homoduplexbanden.
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Mit Hilfe der Unterteilung nach langen und kurzen Allelen kann der Einflu3 der Lange des
Wiederholungsabschnittes auf die Beteiligung des Exon Il Polymorphismus an der Alko-
holabhéangigkeit untersucht werden. Die Unterteilung der 244 Patienten und 97 Kontrollpro-
banden in zwei Gruppen nach der Lange des Wiederholungsbereiches (short = S (<5
repeats) und long = L ( > 5 repeats)) wurde gemaf dem Vorschlag von Benjamin und Mit-
arbeitern (1996) vorgenommen. Es ergaben sich folgende Gruppengréf3en fir die Unter-
teilung in S vs. L:

Patientengruppe mit mindestens einem langen Allel ( > 5 repeats): n =97 (39,75 %)
Patientengruppe ohne ein langes Allel ( < 5 repeats): n=147 (60,25 %)
Kontrollgruppe mit mindestens einem langen Allel ( > 5 repeats): n =29 (29,9 %)
Kontrollgruppe ohne ein langes Allel ( < 5 repeats): n=68 (70,1 %)

Es ergab sich nach dieser Unterteilung kein signifikanter Unterschied zwischen den Stich-
proben der Patienten und Kontrollen (likelihood ratio p = 0,196), der auf eine Beteiligung
des Exon Ill Polymorphismus an der Atiologie der Alkoholabhangigkeit schlieRen IaRt.

3.3.3 Genotypen und Allelfrequenzen des VNTR des Dopamintransportergens
DAT1

In der hier untersuchten Stichprobe von 160 Patienten und 97 Kontrollprobanden kamen
die Allele des 40bp VNTR Polymorphismus des Dopamintransportergens mit 6, 9, 10 oder
11 Wiederholungen vor. In der Abbildung 17 ist ein Beispiel fur die Auftrennung der Amplifi-
kationsprodukte (vgl. 2.9.5) des Polymorphismus dargestellt.

Die Genotypenverteilung der Patienten und Kontrollen unterschieden sich fir den VNTR
nicht von der nach dem Hardy-Weinberg-Equilibrium erwarteten Verteilung.

Der Vergleich zwischen den Stichproben der alkoholabhéangigen Patienten und den Kon-
trollen ergab keinen signifikanten Unterschied in der Genotypenverteilung (likelihood ratio p
= 0,204). Die Allel- und Genotypenfrequenzen sind in der folgenden Tabelle 13 angegeben.
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600 bp

200 bp
100 bp

Abb. 17: Gelelektrophoretische Darstellung einiger Genotypen fiir den 40bp VNTR Polymor-
phismus des Dopamintransportergens DAT1

Auftrag der PCR-Produkte auf einem 1,8%igen Agarosegel, als Marker diente eine 100 bp-
Leiter.

Spuren 1, 3:  Beispiele fur den Genotyp 10/10
Spuren 2,5:  Beispiele fur den Genotyp 9/10
Spur 4: Beispiel fiir den Genotyp 9/9

Tab. 13: Allel- und Genotypenanzahl und Frequenzen des VNTR Polymorphismus des Dopa-
mintransportergens bei alkoholabh&ngigen Patienten und Kontrollprobanden

Die Allel- und Genotypenfrequenzen sind in Klammern in Prozent (%) angegeben. Die Allele sind mit
der Anzahl der Wiederholungen des 40 bp Abschnittes bezeichnet.

Dopamintransportergen Patienten Kontrollen
(n=160) (n=97)
Allele
1(0,31) 0
9 76 (23,75) 58 (29,90)
10 243 (75,94) 135 (69,59)
11 0 1(0,51)
Genotypen
6/9 1(0,63) 0
9/9 6 (3,75) 7(7,22)
9/10 63 (39,37) 44 (45,36)
10/10 90 (56,25) 45 (46,39)
10/11 0 1(1,03)
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3.3.4 Unterschiede in der Genotypenverteilung nach Einteilung der alkohol-
abhangigen Patienten in Typ | und Typ Il nach Cloninger

Die alkoholabhangigen Patienten wurden wie unter 2.3.2 angegeben nach der Theorie von
Cloninger (1987) in zwei Subtypen eingeteilt. Es wurde die Hypothese geprift, ob die
Genotypenverteilung zwischen den beiden Gruppen (Typ | vs. Typ II) der alkoholabhangi-
gen Patienten unterschiedlich war. Die Gesamtanzahl der alkoholabhangigen Patienten,
von denen eine Charakterisierung nach Cloninger vorlag, betrug fur die grof3e Stichprobe
126 von insgesamt 160 Patienten, und fir die kleine Stichprobe 34 von insgesamt 83
Patienten (vgl. 2.3.1). Im folgenden ist die Einteilung der Patienten in die beiden Gruppen
nach Cloninger und die gefundene Genotypenverteilung angegeben:

Tab. 14: Genotypenverteilung der sechs untersuchten Polymorphismen nach der Einteilung
der Patienten in Typ | und Typ Il nach Cloninger

Die Genotypen der RFLPs wurden in der folgender Reihenfolge angegeben: D1/D1, D1/D2, D2/D2 fir
das D;-Gen; A1/Al1, A1/A2, A2/A2 fir das D,-Gen; M1/M1, M1/M2, M2/M2 fir das Ds-Gen; Val/Val,
Val/Met, Met/Met fiir das TH-Gen. Fir den DAT1 Polymorphismus wurden die Genotypen in der
Reihenfolge 10/10, 9/10, 9/9, 9/6 angegeben. Fir die Einteilung bezlglich des Exon Il Polymorphis-
mus in S. vs. L. vgl. 2.14.3.

Einteilung der Patienten D, Bsp1286l D ; Mscl DAT1 TH
(ges. 126 Patienten) 40bp repeat Val81Met

Genotypen Genotypen Genotypen Genotypen
Typ | (62 Patienten) 23/ 32/ 7 31/29/2 36/22/3/1 32/ 26/ 4
Typ Il (64 Patienten) 19/ 37/ 7 32/ 25/ 6 36/ 26/1/0 28/ 29/ 7
p-Wert
(chi? likelihood ratio ) 0,692 0,302 0,430 0,541
Einteilung der Patienten D, Taql A D, Exon Il
(ges. 160 Patienten) S.vs. L.

Genotypen Genotypen

Typ | (82 Patienten) 3/ 21/ 58 55/ 27
Typ Il (78 Patienten) 5/ 23/ 50 53/ 25
p-wert . 0,580 0,906
(chi“ likelihood ratio )
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Bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 waren die beiden Gruppen (Typ | vs. Typ Il) der
Patienten bezliglich der Genotypenverteilung fir keinen Polymorphismus signifikant unter-
schiedlich. Fir den Exon 1l Polymorphismus des D4;-Rezeptors wurden die Patienten wie
unter 3.3.2 angegeben nach dem Vorkommen eines langen Allels eingeteilt, um die Einwir-
kung der Lange des Wiederholungsbereiches abschéatzen zu kdnnen. Auch hier unter-
schieden sich die Patienten in den beiden Gruppen nicht signifikant voneinander. Der Ver-
gleich der Genotypenfrequenzen zwischen den Kontrollen und den Patienten aus den zwei
Gruppen zeigte sich ebenfalls nicht signifikant.

3.3.5 Assoziationsstudie mitdem Taq | A Polymorphismus des D ,-Rezeptor-
gens und dem VNTR des Dopamintransportergens und der Alkoholab-
hangigkeit

Fir diese Assoziationsstudie wurden die Patienten wie unter 2.14.2 erlautert nach den
Allelen des Tagl A Polymorphismus des D,-Rezeptorgens und des 40bp VNTR des Dopa-
mintransportergens eingeteilt, da diese Polymorphismen in friheren Studien mit der
Alkoholabhangigkeit in Zusammenhang gebracht worden waren. Es ergaben sich dadurch
drei Gruppen mit kombinierten ,Genotypen®, von denen der Typ 2 bei den alkoholabhangi-
gen Patienten am haufigsten vorkommen sollte, da dieser definierte Typ die Allele vereinigt,
far die eine Assoziation mit der Alkoholabhangigkeit nachgewiesen worden war (Blum et
al., 1990, Sander et al., 1997). Die Einteilung in die Genotypen und die Anzahl der Patien-
ten und Probanden ist in der folgenden Tabelle angegeben:

Tab. 15: Einteilung der alkoholabhangigen Patienten und Kontrollen bezuglich der Allele des
Taql A Polymorphismus des D »-Rezeptorgens und des 40-bp VNTR Polymorphismus des
Dopamintransportergens

Anzahl Patienten Anzahl Probanden

kombinierter Typ O 65 (32,5%) 28 (28,9%)
(nicht A1 und nicht Ag)

kombinierter Typ 1 112 (56,0%) 53 (54,6%)

(1 x Al oder 1 x Ag)

kombinierter Typ 2 23 (11,5%) 16 (16,5%)

(I xAlund1xAy)

Anzahl in den Gruppen 200 (100%) 97 (100%)
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Die Einteilung der alkoholabhangigen Patienten und Probanden in Gruppen mit kombinier-
ten ,Genotypen“ bezlglich des D,-Rezeptorgens und des Dopamintransportergens ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der Patienten und der Kontrollpro-
banden. Der p-Wert (likelihood ratio) fur diesen Test betrug p = 0,473 (df = 2). Die Hypo-
these, dal3 der ,Genotyp“ 2 am haufigsten innerhalb der Gruppe der Patienten auftrat,
konnte nicht bestatigt werden.

3.4 Assoziationsstudie mit den Temperamentsfaktoren des TCI und
dem Exon Il Polymorphismus (48 bp repeat) des D4-Rezeptorgens

In dieser Assoziationsstudie diente der Exon Ill Polymorphismus (48 bp repeat) als geneti-
scher Marker, um eine mdgliche allele Assoziation mit den Personlichkeitsdimensionen aus
dem Temperament- und Charakter-Inventar (TCI) nachzuweisen (vgl. 2.4). Es wurde die
Hypothese getestet, ob das 7er Allel des D4;-Rezeptorgens eine Anfalligkeit fir eine Aus-
pragung einer Temperamentsdimension oder einer Kombination von Temperamentsdimen-
sionen verleiht, die bei Alkoholabhangigen haufig bzw. typisch sind. Dazu wurden zuerst die
Probanden in Gruppen in bezug auf die Prevalenz des 7er Allels eingeteilt und die
Summenwerte der Personlichkeitsdimensionen gebildet. AnschlielBend wurde fir den Test
auf eine allele Assoziation die likelihood ratio berechnet.

3.4.1 Einteilung der Probanden und Gruppengréf3en

Die Genotypen und Allelfrequenzen des Exon Il Polymorphismus des D4-Rezeptorgens
sind unter 3.3.2 angegeben. Von den 244 Patienten bzw. den 97 Probanden, bei denen der
Exon 1l Polymorphismus bestimmt worden war, waren von 145 Patienten und 63 Proban-
den die vollstdndigen Daten zur Berechnung der Summenwerte von allen vier Personlich-
keitsfaktoren ermittelt worden. Demnach ergaben sich die in der folgenden Tabelle ange-
gebenen GruppengrofRen bei der Einteilung in bezug auf die Prevalenz des 7er Allels des
Exon Il Polymorphismus (vgl. 2.14.3).
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Tab. 16: Einteilung der Probanden in drei Gruppen bezuglich ihres D

Grole der Gruppen

Die Gruppeneinteilung ist unter 2.14.3 angegeben.

4-Rezeptor Genotyps und

Gruppen nicht7 1x7 ges. 4/4 a/7 ges. S L ges.
Patienten 94 51 145 65 34 99 93 52 145
Probanden 44 19 63 31 12 43 44 19 63

3.4.2 Summenwerte der Personlichkeitsfaktoren

Als zweites wurden die Summenwerte der Personlichkeitsfaktoren novelty seeking (NS),
harm avoidance (HA), reward dependence (RD) und persistence (P) berechnet. Daraus
ergaben sich folgende Mittelwerte (+ Standardabweichung), Mediane und Spannweiten der
Summenwerte fir die einzelnen Personlichkeitsfaktoren bei den Patienten (n = 145) und
Probanden (n = 63) (vgl. Tab. 16).

Tab. 17: Mittelwerte (+_ Standardabweichung (SD)), Mediane und Spannweiten der Summen-

werte fur die Temperamentsdimensionen des TCI

Angegeben sind die Werte fir 145 Patienten und 63 Probanden.

Patienten Kontrollen
Temperaments- Mittelwert Median Spannweite | Mittelwert Median Spannweite
dimensionen (+ SD) (+ SD)
novelty seeking 208+54 20 10-60 17,7+5,2 17 5-32
harm avoidance 14,8 £ 4,3 15 6-29 12,1+5,3 12 1-26
reward
dependence 13,7+ 3,5 14 5-36 11,5+ 3,6 11 4-23
persistence 30+x14 3 0-7 2,7+18 2 0-6

Es zeigte sich ein

statistisch signifikanter Unterschied beim Vergleich der Mittelwerte fur

den Temperamentsfaktor harm avoidance zwischen den Summenwerten (Mittelwerte) der
Kontrollprobanden und der Patienten (t-Test; t = 3,487; df = 99,901; p < 0,001; Cl 95%

[1,14; 4,15]).
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3.4.3 Assoziation zwischen dem Exon Ill Polymorphismus (48 bp repeat) des
Ds-Rezeptorgens und den Personlichkeitsdimensionen

Fur die Assoziationsstudie wurde fir jeden Patienten und Probanden bestimmt, ob der
Summenwert seiner vier Temperamentsfaktoren novelty seeking, harm avoidance und
reward dependence oberhalb (+) oder unterhalb (-) des Medians der Gesamtpopulation lag,
und die sich daraus ergebenden Typenkonstellationen einzeln und in Kombination gepruft
(vgl. 2.14.3). Bei dieser Analyse wurde keine signifikante Assoziation zwischen dem Exon
[l Polymorphismus in allen Gruppierungen und einem der Temperamentsfaktoren novelty
seeking, harm avoidance, reward dependence und persistence gefunden, wenn man die
Faktoren univariat prifte. Aufgrund multipler Tests wurde das Signifikanzniveau nach
Bonferroni korrigiert (p < 0,05/n), so daf3 es statistisch nicht zu einem signifikanten Zusam-
menhang kam. Bei der Prifung von Kombinationen aus 2 oder 3 Faktoren, konnte keine
signifikante Assoziation mit dem Exon Ill Polymorphismus gefunden werden (vgl. Tab. 18).
Die schwache Assoziation der Kombination novelty seeking und reward dependence ist bei
dem adjustierten Signifikanzniveau nicht signifikant und kann nicht als echter Befund
gewertet werden.

Tab. 18: Gerechnete Tests fir die Assoziation des Exon Il Polymorphismus mit einem einzel-

nen Temperamentsfaktor und einer Kombination der Temperamentsfaktoren (eingeteilt nach

dem Median der Summenwerte)

Angegeben sind die Werte fur die likelihood ratio. Das Signifikanzniveau wurde nach Bonferroni fir

multiples Testen adjustiert (adjustiertes Signifikanzniveau p < 0,006). Fettgedruckt sind die Werte, die
im weiteren diskutiert werden, obwohl sie nach dem adjustierten Niveau nicht signifikant waren.

Temperaments- 7 vs. nicht7 4/4 vs. 417 Svs. L
dimensionen

Pat. Kontr. Pat. Kontr. Pat. Kontr.
novelty seeking 0,48 0,46 0,17 0,047 0,38 0,46
harm avoidance 0,91 0,85 0,17 0,16 0,75 0,85
reward dependence 0,39 0,05 0,49 0,56 0,28 0,05
persistence 0,99 0,85 0,20 0,28 0,89 0,85
novelty seeking und h arm
novelty seeking und
reward dependence 0,74 0,009 0,55 0,037 0,70 0,009
harm avoidance und
reward dependence 0,56 0,024 0,24 0,035 0,62 0,024
novelty seeking und harm
avoidance und reward 0,74 0,016 0,21 0,048 0,75 0,016
dependence
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4 Diskussion

Die Untersuchung genetischer Varianten von einzelnen Elementen des Zentralnerven-
systems (ZNS) spielen in der neurobiologischen und pharmakologischen Forschung eine
immer groRRere Rolle. Dabei werden Hinweise auf pharmakologische Faktoren erwartet, die
mit dem Auftreten psychischer Storungen assoziiert sind. In der vorliegenden Arbeit wurde
mit Hilfe von verschiedenen molekularbiologischen Ansatzen individuell unterschiedliches
Verhalten und genetische Veré&nderungen im dopaminergen System im Tiermodell und bei
alkoholabhéngigen Patienten untersucht.

Das apomorphininduzierte Verhalten in dem von Havemann und Mitarbeitern (1986) ent-
wickelten Tiermodell diente in dieser Arbeit zur Charakterisierung zweier spezifischer
Phéanotypen von Wistar Ratten. Dabei konnten die zwei verschiedenen stereotypen und
lokomotorisch unterschiedlichen Verhaltensweisen anhand des Modells eindeutig unter-
schieden werden. Eine unterschiedliche genetische Struktur der Dopaminrezeptoren D; und
D,, Uber die Apomorphin wirkt, wurde als mdgliche Ursache fir das unterschiedliche Ver-
halten der Tiere angesehen. Veradnderungen in der genetischen Struktur von Rezeptor-
genen wurden in letzter Zeit beispielsweise fur eine unterschiedliche Expression der Gene
oder die Anderungen in der Bindungsaffinitat der Rezeptorproteine verantwortlich gemacht
(Arinami et al., 1997, Lesch et al., 1996; Smeraldi et al., 1998). Im ersten Teil der Arbeit
konnten neue genetische Varianten der zwei Dopaminrezeptorgene D; und D, der Ratten
identifiziert werden. Mit zwei Varianten im Promotor des D,-Rezeptorgens konnten drei
Genotypen bei den Ratten unterschieden und mit dem Laufverhalten der Tiere im "Animex-
Motility-Meter" assoziiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden genetische Varianten im dopaminergen System bei 244
alkoholabhéngigen Patienten und 97 passenden, gesunden Kontrollen untersucht. Eine
Assoziation der untersuchten Polymorphismen der Dopaminrezeptorgene, des Dopamin-
transporters und der Tyrosinhydroxylase mit der Erkrankung der Alkoholabhéngigkeit
konnte nicht dargestellt werden. Dieser Befund palf3dt zu der kontroversen Diskussion tber
die Assoziation des dopaminergen Systems mit der Alkoholabh&ngigkeit in der neueren
Literatur (Heinz et al., 1996; Jonsson et al., 1997; Sander et al., 1997; Vandenberg et al.,
1997), die weiterhin gefuhrt wird (Noble et al., 1998; Gelernter & Kranzler, 1999). Dabei
brachten Assoziationsstudien auf der Suche nach Genen, die an der Atiologie einer Erkran-
kung beteiligt sind, fur AIDS (Dean et al., 1996; Samson et al., 1996), die Myoklone Dysto-
nie (Klein et al., 1999) oder die Sichelzellanamie (Pauling et al., 1949) die entscheidenden
Hinweise zur ldentifizierung der involvierten Gene.

Die differenziertere Charakterisierung der Probanden mit dem Temperament- und Charak-
ter-Inventar von Cloninger (1987) und dem Apomorphintest war ein weiteres Verfahren, die
Atiologie des Alkoholismus zu untersuchen. Hier ergab sich ein Hinweis fur einen Zusam-
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menhang einzelner Personlichkeitsmerkmale mit der Alkoholabhéngigkeit, und es zeigten
sich Unterschiede in der Apomorphinreaktion zwischen Patienten und Kontrollen.

Die vorliegende Arbeit hatte zum einen das Ziel, die Rolle des dopaminergen Systems fur
individuell unterschiedliches Verhalten im Tiermodell von apomorphinstimulierten Ratten zu
untersuchen. Im zweiten Teil war die Absicht, bei alkoholabhéngigen Patienten und gesun-
den Probanden Assoziationen genetischer Varianten des dopaminergen Systems mit der
Alkoholabhangigkeit sowie mit Persdnlichkeitsmerkmalen und pharmakogenen Faktoren zu
identifizieren.

4.1 Tierexperimentelle Untersuchungen - lokomotorisches Verhalten
von Ratten nach Stimulation mit Apomorphin

In dieser Arbeit wurden genetische Untersuchungen beziiglich apomorphininduzierter Ver-
haltensunterschiede bei Ratten nach dem Modell von Havemann und Mitarbeitern durch-
gefuhrt. Die zwei charakteristischen Verhaltensweisen der "Nager" und "Schnuffler" wurden
durch eine einmalige Apomorphingabe von 2 mg/kg pharmakologisch induziert und konnten
dann im "Animex-Motility-Meter" (vgl. 1.5.1) aufgrund der gezeigten Stereotypien und dem
lokomotorischen Verhalten unterschieden werden. Aus den Verhaltenstests und den mole-
kularbiologischen Untersuchungen der Dopaminrezeptorgene D; und D, ergaben sich drei
Aussagen, die im folgenden diskutiert werden: erstens ergaben sich genetische Variationen
in den Dopaminrezeptorgenen der "Nager" und "Schnuffler", zweitens konnten genetische
Varianten der beiden Gene dargestellt werden und drittens zeigte sich eine Assoziation der
drei Genotypen des D,-Rezeptorgens mit dem Laufverhalten der Ratten.

4.1.1 Genetische Variationen in den Dopaminrezeptorgenen der "Nager" und
"Schnuffler"

Die aufgrund des Dopaminagonisten Apomorphin unterschiedlich induzierten Verhaltens-
weisen der "Nager" und "Schnuffler* konnten durch die identifizierten Sequenzunterschiede
nicht erklart werden, da sie fur das D;-Rezeptorgen bei allen sechs untersuchten Wistar
Ratten vorkamen und fir das D,-Rezeptorgen bei den Wistar Ratten unabhangig von den
Verhaltenstypen auftraten (vgl. 3.1.2).
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Die Verhaltensweisen der "Nager" und "Schniffler" waren somit nicht auf die genomische
Struktur der untersuchten Bereiche der zwei Rezeptorgene D; und D, zurtickzufihren.

Die Hypothese, daf} die unterschiedlichen Verhaltensweisen der Ratten auf die genomische
Struktur der beiden Rezeptorgene D; und D, zurlckzufuhren sind, wurde zum einen durch
Untersuchungen von Havemann und Mitarbeitern an ihrem Tiermodell gestitzt, die die
Einteilung der Tiere in "Nager" und "Schnffler" aufgrund einer bestimmten Dosis von 2
mg/kg Apomorphin vornahmen und die Tiere mit dieser Dosis bei wiederholter Testung
wieder in die gleiche Gruppe einordnen konnten (Havemann et al., 1986; Surmann &
Havemann, 1995). Diese Beobachtungen legten nahe, daf3 unter den Tieren individuelle
Unterschiede vorhanden sind, die eine genetische Ursache beispielsweise in Form unter-
schiedlicher Dopaminrezeptorgene D; und D, haben kénnten, an die Apomorphin mit hoher
Affinitat bindet. Neben diesen beiden Rezeptorsubtypen besitzt Apomorphin auch eine
geringe Affinitat an Ds;-Rezeptoren (Sokoloff et al.,, 1990), so daf} sich ein genetischer
Unterschied, der fur die zwei Verhaltensweisen ausschlaggebend sein kénnte, an der
genetischen Struktur dieser Rezeptoren &ufern kdnnte. Ds-Rezeptoren wurden in dieser
Arbeit nicht untersucht. Zum anderen konnten Rots und Mitarbeiter (1996) naive Wistar
Ratten aufgrund ihrer Apomorphinsensitivitat zichten und erhielten zwei pharmakologisch
selektierte Rattenlinien, die Unterschiede im dopaminergen System aufwiesen. Die eine
Linie der als apomorphin-empfindliche bezeichneten Ratten, die den hier charakterisierten
"Nagern" ahneln, zeigten eine erhéhte Menge an Tyrosinhydroxylase mRNA und vermehrte
D,-Rezeptorbindungsstellen im nigrostriatalen Bereich. Diese Befunde gaben einen
weiteren Hinweis darauf, dal Unterschiede bezlglich der Apomorphinsensitivitat, wie sie
bei den "Nagern" und "Schnifflern" vorkamen, in &hnlicher Weise genetisch manifestiert
sein kénnten wie bei den selektierten Rattenlinien und durch eine Untersuchung der geno-
mischen Struktur der Rezeptorgene identifiziert werden kénnten. Zwischen verschiedenen
Rattenstammen waren schon friiher Variationen in den Verhaltensantworten nach Apomor-
phingabe beobachtet worden (Helmste, 1983; Essman et al., 1995), was ebenfalls auf
genetische Unterschiede im dopaminergen System hindeutete.

Als weitere Ursache fur das individuell unterschiedliche Verhalten kdnnen die nach der Bin-
dung von Apomorphin an die Rezeptoren ausgeldsten Prozesse der Informationsweiterlei-
tung eine genauso grof3e Rolle spielen wie die Rezeptorgene bzw. die Rezeptorproteine
selbst. So kdnnen die hier als "Schniiffler" bezeichneten Tiere zum Beispiel von der Aktivi-
tat der Adenylatzyklase her betrachtet zu den Tieren gezahlt werden, die das empfind-
lichere AC-System besitzen (Birke und Havemann, pers. Mitteilung). Die Kopplung an die
verschiedenen G-Proteine, Gs fur den D;-Rezeptor und G; fir den D,-Rezeptor, ist ein
weiterer Prozel3, an dem die Verhaltensunterschiede manifestiert sein kénnen. Gerade
diese Zuteilung der G-Proteine zu den beiden Rezeptorgenen wird noch diskutiert. So
beobachteten Waddington und Mitarbeiter (1995), dalR die Zuordnung der G-Proteine nicht
so strikt ist und dall es fir die Dj-artigen, wahrscheinlich auch fir die D,-artigen
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Rezeptoren mehrere verschiedene G;- oder Gg-Proteine gibt, deren unterschiedliche
Kopplung sich beispielsweise auf die motorischen Aktivitdt bei Ratten auswirken kénnte.
Thomas und Mitarbeiter (1992) beobachteten sogar eine Endkopplung der D;-Rezeptoren
von der Adenylatzyklase aufgrund einer Akutbehandlung mit Reserpin.

Die Einteilung der Tiere nach den zwei individuell unterschiedlichen Verhaltensweisen
wurde auch nach der Ablehnung der Hypothese einer genetischen Ursache auf der Ebene
der zwei untersuchten Rezeptoren beibehalten. Die "Nager" und "Schniiffler* zeigen auch
unterschiedliche Reaktionen nach der Gabe von Dopaminantagonisten womit die Gultigkeit
des Modells von Surmann und Havemann getestet wurde (1995). Daneben konnten Unter-
schiede in der Adenylatzyklase (AC) Aktivitat in jungster Zeit fur den D,-Rezeptor zwischen
den zwei Verhaltenstypen gezeigt werden (Birke und Havemann, pers. Mitteilung), so daf3
die individuellen Verhaltensunterschiede dennoch im dopaminergen System begriindet sein
konnen, wenn auch nicht auf Ebene der untersuchten Gene.

Somit konnten genetische Varianten in den Dopaminrezeptorgenen D; und D, der "Nager"
und "Schnuffler" identifiziert werden, die allerdings nicht fur die zwei Verhaltensweisen ver-
antwortlich waren.

4.1.2 Identifizierung genetischer Varianten der Dopaminrezeptorgene D 1
und D,

Die Untersuchung der Dopaminrezeptorgene D; und D, zur Charakterisierung der "Nager"
und "Schniffler" erfolgte mit der Methode der direkten Sequenzierung von PCR-Produkten.
Fur die Sequenzierung der Rezeptorgene wurden nicht nur die kodierenden Regionen voll-
standig sequenziert, um Punktmutationen, die zu Stop-Codons fiihren kénnen oder Inser-
tionen und Deletionen feststellen zu kdnnen, sondern auch die Region der putativen Trans-
kriptionsfaktorbindungsstellen im 5 Bereich der beiden Gene. Diese Bereiche waren fir
diese Untersuchung von grof3er Bedeutung, da Verdnderungen in diesen Genregionen zu
Unterschieden in der Expression der Gene fuhren kénnen (Pao et al., 1995; Lesch et al.,
1996; Arinami et al., 1997; Greenbaum et al., 1998). Der sequenzierte Bereich hatte somit
fur das D;-Rezeptorgen eine Lange von 2962 bp und fur das D,-Rezeptorgen eine Lange
von 2269 bp (vgl. 3.1.1.2, Tab.5). Eine alternative Methode zur direkten Sequenzierung
ware eine single-strand conformation analysis (SSCA) der Gene gewesen. Die SSCA
Methode beruht darauf, dal einzelstrdngige DNA-Molekulle, die sich in ihrer Sequenz
unterscheiden, unterschiedliche Wanderungseigenschaften in einer Gelmatrix zeigen, die
aufgrund einer durch eine Mutation hervorgerufene Konformationsanderungen entstehen
(Orita et al., 1989). Diese Methode bietet den Vorteil, das gesamte Gen einschliel3lich des
3" Bereiches zu untersuchen. Der Nachteil der Methode ist die Ausbeute an Sequenzunter-
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schieden, die nur zu einem Prozentsatz von ca. 90 % identifiziert werden (Hayashi, 1991),
wobei nur Punktmutationen sicher entdeckt werden kdnnen, nicht aber Insertionen oder
Deletionen. Die Sequenzierung dagegen identifiziert ca. 99 % aller vorhandenen Mutatio-
nen, benotigt aber einen groReren Zeitaufwand (Gross et al., 1999). Da es fur die Untersu-
chung der Rezeptorgene entscheidend war, alle vorhandenen Mutationen einschlief3lich
Insertionen und Deletionen zu identifizieren, wurde die Sequenzierung hier als Methode
gewahlt und fuhrte zur ldentifizierung von sechs Sequenzunterschieden fir das D;-Rezep-
torgen sowie zwei Sequenzunterschieden fir das D,-Rezeptorgen im Vergleich zu den aus
der Datenbank stammenden Vergleichssequenzen. Die Sequenzunterschiede lagen fir
beide Gene im 5 flankierenden und 5 untranslatierten Bereich der mRNA, der durch seine
GC-reichen Regionen anderen Methoden wie der genannten SSCA Methode nur sehr
schwer zuganglich ist.

Fur den 5°flankierenden und den 5 untranslatierten Bereich der mRNA des D;-Rezeptor-
gens ergab sich fur die insgesamt acht untersuchten Tiere eine neue Sequenz im Vergleich
zu der Vergleichssequenz D; aus der Datenbank. Im 5°flankierenden Bereich und im 5
UTR sind einfache Mutationen wie die drei identifizierten Basensubstitutionen haufig
(Collins & Jukes, 1994), ebenso wie die Insertionen mit der Nummer 2219 und 2854 und
die Deletion mit der Nummer 2211 haufige Mutationen im 5°UTR von Genen darstellen
(Cooper et al., 1995) (vgl. 3.1.3). Trotz des generell haufigen Auftretens solcher Mutationen
zeigte sich damit, dal3 die Methode der direkten Sequenzierung als effiziente Methode flr
die Identifizierung von Sequenzunterschieden gerade in den 5’flankierenden Bereichen der
Gene geeignet war. Die zwei Sequenzunterschiede des D,-Rezeptorgens wurden zwischen
den sechs D,-Rezeptorgensequenzen der Wistar Ratten, der Vergleichssequenz D, und
der D,-Rezeptorgensequenz der Sprague Dawley Ratten beobachtet (vgl. 3.1.4). Es
handelte sich auch hier um einfache Mutationen, wobei die gefundenen Transitionen (vgl.
1.2.3) zu den Basensubstitutionen gehdéren, die absolut gesehen am haufigsten vorkom-
men (Cooper et al., 1995). Die beiden Transitionen im 5 flankierenden Bereich des D,-Re-
zeptorgens wurden in vier der sechs untersuchten Rezeptorgensequenzen der Wistar
Ratten identifiziert, wobei die Tiere immer heterozygot fur die Mutationen waren.

Nach der Sequenzierung der D,-Rezeptorgensequenzen von insgesamt 45 Wistar Tieren
wurden die genetischen Varianten als T-355C Polymorphismus und A-257G Polymorphis-
mus bezeichnet, da die Transitionen mit einer héheren Frequenz als 1% innerhalb der
Rattenpopulation vorkamen. Nach Polymorphismen zwischen Rattenstammen wurde
bereits von mehreren Arbeitsgruppen (Luedtke et al., 1992; Scott et al., 1995) mit Southern
blot Techniken gesucht, allerdings nur um genetische Marker fir die Kartierung von Genen
zur Verfugung zu haben. Dabei wurden beispielsweise zwei Restriktionsfragment-Langen-
polymorphismen (RFLP) beschrieben, die zwischen Wistar Ratten und Sprague Dawley
Ratten unterscheiden (Luedtke et al., 1992). Bei diesen Polymorphismen handelte es sich
allerdings um genetische Varianten, die in Introns liegen. Zudem liel3 sich mit der Southern
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blot Technik keine Aussage Uber die Auspragung des Polymorphismus, die genaue Basen-
substitution und die genaue Position im Gen machen. In dieser Arbeit konnten bezuglich
der zwei Allele drei Genotypen definiert werden (vgl. 3.1.5), deren Haufigkeit zwischen den
drei untersuchten Auszuchtstammen Wistar, Sprague Dawley und dem Inzuchtstamm PVG
unterschiedlich waren (vgl. 3.1.6). Die Auszuchtstimme waren daher durch das Vorkom-
men der Polymorphismen gekennzeichnet, wahrend die untersuchten Tiere des Inzucht-
stammes tatsachlich genetisch identisch waren. Zusatzlich zu der absoluten Haufigkeit
konnte damit aufgrund der unterschiedlichen Frequenzen zwischen den verschiedenen
Rattenstammen von echten Polymorphismen in der Promotorregion des D,-Rezeptorgens
gesprochen werden und zwei weitere genetische Marker fir die Genkartierung identifiziert
werden.

Bei der Berlcksichtigung der Lieferanten und damit der Zichtungen der Tiere zeigte sich,
daR unter den Sprague Dawley Ratten der Firma Harlan Winkelmann nur Tiere mit dem
Genotyp 1 (T-355T und A-257A) vorkamen, wahrend bei den Ratten der Firma Charles
River der Genotyp 2 (T-355C und A-257G) und der Genotyp 3 (C-355C und G-257G) auf-
trat (vgl. 3.1.6). Auf Nachfrage ergab sich, daf die Sprague Dawley Ratten bei den Firmen
seit 1955 vollig getrennt geziichtet wurden. Damit standen die Sprague Dawley Ratten von
Charles River nach diesen Untersuchungen den Wistar Tieren genetisch naher als die
Sprague Dawley Tiere von Harlan Winkelmann.

4.1.3 Assoziation der Genotypen des D ,-Rezeptorgens mit dem Laufverhalten
von Ratten

Von den insgesamt 69 untersuchten Tieren waren 45 Wistar Ratten im "Animex-Motility-
Meter" getestet worden und nach ihrem Genotyp beziglich der Polymorphismen T-355C
und A-257G charakterisiert worden. Dabei zeigte sich, da’ die unterschiedlichen Geno-
typen einen EinfluR auf das Laufverhalten der Tiere hatten. Gemessen wurde das Laufver-
halten mit dem Verhaltensparameter "gelaufene Strecke" (totale Distanz), der unabhangig
von der Einteilung der Tiere in "Nager" und "Schnuffler" erhoben wurde (vgl. 2.2.1). Signifi-
kant auf dem p < 0,05 Niveau war der Unterschied zwischen den Tieren mit dem Genotyp 1
und dem Genotyp 2. Die Tiere mit dem Genotyp 2 legten die geringste Distanz wahrend
des Tests zurlick im Vergleich zu den Tieren mit den Genotypen 1 und 3. Der Unterschied
zwischen den Tieren mit dem Genotyp 1 und dem Genotyp 3 ergab einen Hinweis auf
einen Zusammenhang mit einem p-Wert von p = 0,08. Die Tiere mit dem Genotyp 1 wiesen
mit durchschnittlich 3 m gelaufener Strecke die hdchste horizontale lokomotorische Aktivitét
in Form der zurtickgelegten Strecke auf. Im Vergleich zu den Tieren mit dem Genotyp 3
nahm diese allerdings nicht entsprechend der Allelverteilung ab,
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was auf einen Gendosiseffekt und einen Einflul3 der Polymorphismen auf die Expression
des D,-Rezeptorgens hingewiesen hatte.

Das Ergebnis, daR der heterozygote Typ die geringste lokomotorische Aktivitat zeigte,
deutete dagegen auf den EinfluR der Heterogenitat dieser Positionen auf die Expression
des Gens hin. Die Polymorphismen lagen nicht in putativen Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen (O"Malley et al., 1990; Minowa et al., 1992), befanden sich aber nur 102 bp vonein-
ander entfernt im Bereich von zwei Transkriptionsfaktorbindungsstellen. Daher bestand die
Moglichkeit, daR es zur Anderung in der DNA-Bindung der Transkriptionsfaktoren und
anderen enhancern®® kommen konnte, so daR die Transkription des Gens reduziert oder
erhdht werden konnte. Da nicht allein die Rezeptoranzahl fur die Wirkung von Apomorphin
ausschlaggebend ist, sondern auch der Einflul3 der beiden Rezeptorsubtypen D; und D,
aufeinander (Waddington et al., 1995; Kelly et al., 1998) und die nachgeschalteten Signal-
kaskaden wichtig sind, lassen sich die Effekte der Homozygotie nicht eindeutig erklaren.

Kelly und Mitarbeiter (1998) konnten bei den heterozygoten D,-Rezeptor knock-out Mausen
zeigen, daf? diese ca. 50% der Rezeptordichte der Wildtyp Mause hatten und dazu eine
geringere lokomotorische Aktivitat aufwiesen als die Wildtyp Mause, aber eine hdhere Akti-
vitat als die homozygoten knock-out Mause. Somit kénnte die héhere lokomotorische Akti-
vitat der homozygoten Tiere im Vergleich mit der Aktivitat der heterozygoten Tiere bedeu-
ten , dal die heterozygote Form die sterisch ungunstigste Form fir die DNA-Bindung der
Faktoren ist. Aus dieser mdoglichen Reduktion der Expression des Gens resultierte dann
eine geringere Rezeptoranzahl oder Sensitivitdt der Rezeptoren, was zur Abnahme der
lokomotorischen Aktivitat fihren konnte. Diese Hypothese laf3t sich allerdings nur unter
zwei Annahmen bilden, erstens dal’ es bei den heterozygoten Tieren durch die Polymor-
phismen in der Promotorregion zu einer Verminderung der Expression kommt, wobei Muta-
tionen im Promotor meist zur Expressionsreduktion fihren (Pao et al., 1995; Surinya et al.,
1997; Greenbaum et al., 1998) und zweitens daf} eine Reduktion der Rezeptoranzahl nach
Apomorphingabe zu einer geringeren lokomotorischen Aktivitat fuhrt.

Hierbei handelt es sich allerdings um nur eine mdgliche Erklarung. Zudem ist fir eine
statistisch gesicherte Aussage die Anzahl der untersuchten Tiere in den drei Gruppen mit
8-23 untersuchten Tieren noch zu gering. Dennoch ist dieser Befund der erste, in dem
pharmakologisch induziertes Verhalten mit spezifischen Polymorphismen bzw. Genotypen
assoziiert wurde.

0 Kombination kurzer Sequenzelemente, die in unmittelbarer N&he oder weit entfernt vom Transkriptionsstart

vorkommen koénnen und die Transkription verstarken.
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4.2 Untersuchungen zum dopaminergen System bei alkoholabhangigen
Patienten

Die Untersuchungen des dopaminergen Systems in diesem Teil der Arbeit hatten zum Ziel,
allele Assoziationen des dopaminergen Systems mit der Erkrankung der Alkoholabhangig-
keit zu finden und die Atiologie der Krankheit anhand von Personlichkeitsmerkmalen und
dem Apomorphintest differenzierter zu beschreiben. Dazu wurde eine Assoziationsunter-
suchung mit sechs Polymorphismen des dopaminergen Systems in einer Stichprobe von
244 bzw. 161 alkoholabhéngigen Patienten durchgefiihrt. Diese Studie flhrte fir alle sechs
Polymorphismen zu einem negativen Ergebnis. Flr eine Assoziation des Exon Il Polymor-
phismus mit den Persotnlichkeitsmerkmalen novelty seeking, harm avoidance und reward
dependence, erhoben mit dem Temperament- und Charakter-Inventar (TCI), zeigten sich
einige Hinweise, die allerdings nicht signifikant waren. Der Apomorphintest erlaubte eine
zusatzliche Charakterisierung von 32 Probanden Uber ihre Hormonreaktionen und erwies
sich als Moglichkeit, das Probandenkollektiv genauer zu charakterisieren.

4.2.1 Effekte des Apomorphintests im dopaminergen System

Der Apomorphintest wurde analog zu dem Verhaltenstest der Ratten zur Charakterisierung
von individuellen Unterschieden im dopaminergen System von Patienten verwendet.
Allgemein entsprachen die ermittelten Hormonprofile der Probanden erwarteten Werten,
wobei Unterschiede in der Hormonreaktion zwischen Patienten und Kontrollen zu beob-
achten waren. Diese Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren fir Prolaktin und GH
nicht signifikant. Fur die Cortisolspiegel zeigten sich in der Gruppe der Patienten an drei
Zeitpunkten nach der Apomorphingabe im Mittelwert signifikant niedrigere Cortisolspiegel
als in der Kontrollgruppe. Dieser Trend deutete sich flr die Prolaktinspiegel ebenfalls an,
war aber statistisch zu keinem Zeitpunkt signifikant. Diese Unterschiede kénnten ihre
Ursache in einer verminderten Rezeptorsensitivitdt zentraler dopaminerger Neurone bei
Alkoholabhangigen haben, wie sie von Finckh und Mitarbeitern (1997) zum Zeitpunkt der
frihen Abstinenz gezeigt worden war. Darauf wies auch die subjektive Unempfindlichkeit
der Alkoholiker gegeniuiber den Nebenwirkungen von Apomorphin wahrend des Tests hin
(Anghelescu, pers. Mitteilung).

Die Genotypisierung der 15 Patienten und 16 Kontrollen bezilglich der drei D,-Rezeptor-
genpolymorphismen A-241G, -141C Ins/Del und Taql A ergab einen Hinweis auf eine
unterschiedliche Allelverteilung zwischen den Gruppen fir den -141C Ins/Del Polymor-
phismus und fur den Taql A Polymorphismus. Bei den alkoholabhéngigen Patienten kam
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das Tagl Al-Allel deutlich haufiger vor als bei den Kontrollen (25 % vs. 9,38 %). In dieser
kleinen Stichprobe fand sich demnach eine Tendenz, die den Erstbefund von Blum und
Mitarbeitern (1990) bezuglich der Assoziation des Taql Polymorphismus und der Alkohol-
abhangigkeit bestétigte. Fir den -141C Ins/Del Polymorphismus ergab sich ein Ungleich-
gewicht fur das -141C Del Allel, das bei den Patienten Uberhaupt nicht auftrat im Vergleich
zu 9,37% bei den Kontrollen. Es handelt sich bei dem -141C Ins/Del Polymorphismus um
einen funktionellen Polymorphismus, bei dem die Deletionsvariante mit einer geringeren
Expression des Gens einhergeht und fur den Arinami und Mitarbeiter (1997) eine Assozia-
tion mit der Schizophrenie in ihrem Kollektiv beschrieben hatten. Der A-241G Polymor-
phismus zeigte eine gleichmafige Verteilung in den untersuchten Gruppen, so wie sie auch
Arinami und Mitarbeiter (1997) in einem Kollektiv von schizophrenen Patienten gefunden
hatten, ebenso wie auch Sander und Mitarbeiter (1999) eine Gleichverteilung der Allele in
einem Kollektiv von Alkoholabhéangigen beobachtet hatten.

Die Hormonspiegel jedes einzelnen der 31 Probanden zeigten nach Apomorphingabe
erwartete Verlaufe. Bei den vier Probanden mit den Genotypen A1/Al fir den Taql Poly-
morphismus und -141 C Ins/Del fur den -141C Ins/ Del Polymorphismus konnten keine
auffalligen Hormonreaktionen nach Apomorphingabe im Vergleich zu den 27 weiteren
Probanden festgestellt werden. Ein Einflul des Genotyps hatte sich nach der aufgestellten
Hypothese ergeben sollen. Da es sich bei dem -141C Ins/Del Polymorphismus wie erwahnt
um einen funktionellen Polymorphismus handelte, ware ein veranderter Verlauf der
Hormonspiegel im Vergleich zu den restlichen Probanden zu erwarten gewesen, wenn der
Polymorphismus in vivo fir eine Reduktion des Rezeptorproteins tber die Verminderung
der Expression des Gens verantwortlich ware. Mit dem Taql A Polymorphismus war eben-
falls kein auffalliger Hormonspiegel assoziiert. Dieser Befund bestétigt die Ergebnisse von
Heinz und Mitarbeitern (1996), die ebenfalls keine Assoziation des Taqgl A Polymorphismus
des D,-Rezeptorgens mit der Wachstumshormonreaktion bei alkoholabhdngigen Patienten
gefunden haben.

Sowohl fur die Assoziationsuntersuchungen mit den drei Polymorphismen als auch fur die
Korrelationsuntersuchungen der Hormonspiegel mit den Genotypen war die untersuchte
Stichprobe sehr klein. Die Ergebnisse sind daher als erster Hinweis zu werten, die in einer
grolReren Stichprobe repliziert werden mussen.

89



DISKUSSION

4.2.2 Assoziationsuntersuchungen zwischen Polymorphismen des dopami-
nergen Systems und der Erkrankung der Alkoholabhangigkeit

4.2.2.1 Assoziationsstudie mit sechs Polymorphismen des dopaminergen
Systems

In der Literatur wurden bisher meist einzelne Polymorphismen des dopaminergen Systems
mit Erkrankungen assoziiert (La Hoste et al., 1994; Li et al., 1997; Sander et al., 1997b,
Schmidt et al., 1998). In dieser Arbeit wurde eine Assoziationsstudie mit sechs Polymor-
phismen des dopaminergen Systems in einem Probandenkollektiv durchgefiihrt. Die Asso-
ziationsstudie erbrachte keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Erkrankung der
Alkoholabhangigkeit und einem der sechs untersuchten Polymorphismen in dem Proban-
denkollektiv. Es ergab sich auch kein Hinweis auf eine mdgliche Assoziation (vgl. 3.3).
Damit stehen diese Ergebnisse einerseits im Einklang mit, andererseits im Widerspruch zu
Befunden aus der Literatur. Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde mit einzelnen Poly-
morphismen ebenfalls keine Assoziation der Polymorphismen des dopaminergen Systems
und Alkoholismus beobachtet (Turner et al., 1992; Malhotra et al., 1996; Sander et al.,
1997a; Parsian et al., 1997; Edenberg et al., 1998). Dagegen wurden von anderen Arbeits-
gruppen positive Befunde zur Assoziation von Alkoholismus und Polymorphismen der Gene
des dopaminergen Systems berichtet (Blum et al., 1990; Sander et al., 1997b, Schmidt et
al., 1998; Noble et al., 1998). Diese widerspruchlichen Ergebnisse waren vor allem auf die
Auswahl der Kontrollprobanden zurtickzufiihren, die fur Assoziationsstudien von grof3er
Bedeutung ist (vgl. 1.5.4) (Lander & Schork, 1994; Burmeister, 1999). Zudem konnten die
positiven Assoziationen meist zwischen klinischen Subtypen der Alkoholiker beobachtet
werden (Sander et al., 1997b, Schmidt et al., 1998), so dafl} deutlich wird, wie wichtig die
genaue Charakterisierung der alkoholabhangigen Patienten bei der Anwendung von
Assoziationsuntersuchungen ist (Owen et al., 1997; Burmeister, 1999). Im Rahmen der
vorliegenden Studie wurden erstmals sechs Polymorphismen des dopaminergen Systems
auf Assoziation mit der Alkoholabhangigkeit untersucht, wobei jedoch die jeweiligen
Ergebnisse negativ ausfielen.

Assoziationsuntersuchungen sind statistische Verfahren, die von populationsbiologischen,
statistischen und diagnostischen Problemen beeinflu3t werden kénnen. In dem untersuch-
ten Probandenkollektiv konnte eine ethnische Besonderheit unseres Probandenkollektivs
ausgeschlossen werden, da die Allel- und Genotypenfrequenzen denen vergleichbarer
Populationen entsprachen (Sander et al., 1997a; 1997b; Chang et al., 1996). Im Vergleich
zu friheren Studien war die Anzahl der untersuchten Patienten grof3 (Blum et al., 1990;
Turner et al., 1992; Malhotra et al., 1996), so daf} das Fehlen einer Assoziation nicht auf
eine zu geringe Probandenanzahl zuriickzufuhren war, wenn die untersuchten Gene zu
wichtigen Kandidatengenen fiir die Alkoholabhangigkeit gehoren. Es sei denn, dal3 es sich
bei den untersuchten dopaminergen Genen um solche handelt, die mit einem nur geringen
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Anteil neben anderen Genen an der Atiologie des Alkoholismus beteiligt sind, so daR statis-
tisch gesehen die Anzahl der untersuchten Probanden dennoch zu gering gewesen ware,
um eine Assoziation aufzudecken. Als weiterer Punkt spielt bei der Verwendung der
Methode der allelen Assoziation die Exaktheit der Diagnose der Patienten eine grof3e Rolle.
Die Diagnose der Alkoholabhéngigkeit im Rahmen dieser Arbeit erfolgte nach internationa-
len Richtlinien des DSM-IV (vgl. 2.3.1) und wurde zusatzlich mit anerkannten psychologi-
schen Fragebotgen gestitzt mit deren Hilfe auch eine Unterteilung in Untergruppen vorge-
nommen werden kann (z. B. angstlich-vermeidender oder antisozialer Subtyp). Eine solche
Charakterisierung von Untergruppen ist augenblicklich noch Gegenstand der Forschung
und wird kontrovers diskutiert, so daf} allgemeingiiltige Regeln noch nicht existieren. Eine
absolut exakte Typisierung der Patienten ist aber flr genetische Untersuchungen von
essentieller Bedeutung, da dann die Wahrscheinlichkeit steigt, Anfalligkeitsloci fur die
Erkrankung zu identifizieren.

Ein weiteres Problem der Assoziationsstudien ist wie oben erwahnt die Auswahl sinnvoller
Kandidatengene fur die Erkrankung. Es bestand nach der neusten Literatur (Carlsson et
al., 1997; Mohn et al., 1999; Garris et al., 1999) durchaus die Méglichkeit, dal3 es sich bei
den hier untersuchten dopaminergen Genen nicht um Kandidatengene fir Alkoholismus
handelte. Die Erklarung der Gene des dopaminergen Systems als Kandidatengene fur
Alkoholismus beruht vor allem auf tierexperimentellen Beobachtungen (Di Chiara &
Imperato, 1988; Weiss et al., 1993; Crabbe et al., 1994) und auch auf Ergebnissen aus
Untersuchungen mittels Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT) (Volkow
et al., 1990; Tiihonen et al., 1995), die alle eine Beteiligung des dopaminergen Systems an
den Effekten von Alkohol nachweisen konnten. Von Garris und Mitarbeitern (1999) wird der
Neurotransmitter Dopamin im Zusammenhang mit seiner Rolle im Belohnungssystem (vgl.
1.4.1) heute mehr als neurales Substrat fir ,Belohnungserwartung” als fur die Belohnung
selbst angesehen, so dal3 das dopaminerge System somit mehr als Ort des Auftretens der
neurochemischen Korrelate von Abhangigkeit diskutiert wird, weniger als der
Entstehungsort der Erkrankung. So kann es daher mdglich sein, dalR es sich bei den
Genen des dopaminergen Systems nicht um die entscheidenden Kanditatengene fir die
Alkoholabhangigkeit handelt. Von Carlsson und Mitarbeitern (1997) wurde beispielsweise
postuliert, dal dopaminerge Neurone vielfaltig auch durch andere Transmittersysteme
moduliert werden. Dies bedeutet, dal3 das dopaminerge System wahrscheinlich starker als
friher angenommen unter dem Einflu3 glutamaterger und serotonerger Mechanismen
steht.

Trotz aller genannten Probleme konnten fir die einzelnen untersuchten Polymorphismen
einige charakteristische Beobachtungen gemacht werden.

So wurde in dieser Arbeit fir den Exon Il Polymorphismus des D,-Rezeptorgens eine deut-
lich hdhere Frequenz des 7er Allels bei den Patienten (20,7 %) gegenlber den Kontrollen
(14,95 %) ermittelt, was in fast allen Untersuchungen des Exon Ill Polymorphismus ebenso
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beobachtet wurde (Ebstein et al., 1996; Malhotra et al., 1996; Sander et al., 1997a). Nach
der Einteilung der Patienten und Kontrollprobanden nach langen (> 5 repeats) und kurzen
Allelen (vgl. 3.3.2) ergab sich ein Trend fur eine héhere Frequenz der langen Allele in der
Gruppe der Alkoholiker (39,75 %) im Vergleich zu den Probanden (29,9 %). Die erhéhte
Frequenz der langen Allele in der Gruppe der Patienten wurde beispielsweise fiir die ADHD
und die Heroinabhangigkeit beobachtet und dort auch mit der Erkrankung assoziiert (Li et
al., 1997; LaHoste et al. 1996; Pérez de Castro et al., 1997).

Der Taqgl A Polymorphismus des D,-Rezeptorgens zeigte keine Assoziation mit der Alko-
holabhangigkeit, wie von einigen Arbeitsgruppen beschrieben (Gelernter et al., 1991, 1992;
Gelernter & Kranzler, 1999). Fur das hier untersuchte Kollektiv wurde damit der vieldisku-
tierte Befund von Blum und Mitarbeitern (1990) widerlegt. Die von Blum und Mitarbeitern
beschriebene Assoziation des Taql A Polymorphismus mit Alkoholismus a3t sich dabei
mehr als bei spateren Studien vor allem auf die ungenaue Auswahl der Kontrollprobanden
und die geringe Probandenzahl (30) zurtickfiihren, was in der hier durchgefuhrten Studie
verbessert wurde.

Fir den Mscl Polymorphismus des Ds;-Rezeptorgens wurde bisher erst in einer Studie ein
negatives Ergebnis flr eine Assoziation mit der Alkoholabhdngigkeit nachgewiesen
(Gorwood et al., 1995), wobei die GroRRe der Stichproben mit 72 Patienten gering war. Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestétigten den negativen Befund jetzt mit einer gré3eren Anzahl
an Probanden. Der Mscl Polymorphismus scheint nicht mit der Alkoholabhangigkeit
assoziiert. Neuerdings wird er mit Drogenmif3brauch und in einigen Studien mit der Schizo-
phrenie assoziiert (Krebs et al., 1998; Dubertret et al., 1998; Duaux et al., 1998).

Die Assoziationsuntersuchung mit dem Bsp12861 Polymorphismus und Alkoholismus wurde
mit dem Polymorphismus in einer so groRen Stichprobe zum ersten Mal durchgefiihrt und
zeigte ein negatives Ergebnis. Von Heinz und Mitarbeitern (1996) wurde bei einer geringen
Probandenzahl von 97 Alkoholabhangigen ebenfalls keine Assoziation gefunden. Eine
positive Assoziation war bisher nur mit dem Ddel Polymorphismus des D;-Rezeptorgens im
Zusammenhang mit allgemeinem Abhangigkeitsverhalten beschrieben worden (Comings et
al., 1997).

Bei der Assoziationsstudie mit dem Val81Met Polymorphismus der Tyrosinhydroxylase
handelt es sich um die erste Studie mit diesem Polymorphismus. Allerdings konnte hier
keine Assoziation mit der Alkoholabhangigkeit identifiziert werden. Mit dem tetranucleotide
repeat Polymorphismus des TH-Gens war in einer Stichprobe von chronisch Alkoholab-
hangigen eine Assoziation nachgewiesen worden (p = 0,041; Geijer et al., 1997), wobei es
sich hier um eine Subgruppe mit spatem Trinkbeginn handelte. Der schwache Hinweis auf
eine Assoziation des Tyrosinhydroxylasegens mit der Alkoholabhangigkeit in der unter-
suchten Stichprobe war nicht signifikant und ergab sich artifiziell durch die Verschiebung
des Hardy-Weinberg-Equilibriums (vgl. 2.14.1 und 3.3.1) in der Kontrollprobandengruppe.
Daher wird er nicht weiter interpretiert.
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Die Allelverteilung des Dopamintransporter-Polymorphismus zeigte nicht die von Sander
und Mitarbeitern (1997b) beschriebene Haufung des Ay Allel des 40bp VNTRs bei den
Patienten in diesem Kollektiv. Auch zeigte sich keine héhere Frequenz an Homozygoten fir
das Ag Allel in der Gruppe der Typ Il Alkoholiker, wie sie ebenfalls von Sander und Mitar-
beitern (1997b) beobachtet wurde. Auffallig, aber nicht signifikant war in der untersuchten
Kontrollprobandengruppe die Gleichverteilung der Genotypen Aio/Ap und Ag/Ag (46,4%
und 45,4%), die in vergleichbaren Populationen nicht beobachtet werden konnte. Allerdings
bestand kein signifikanter Unterschied der Kontrollprobanden zum Hardy-Weinberg-Equili-
brium, so dal3 diese Beobachtung als Auffalligkeit bestehen blieb.

Zusammenfassend |aRt sich feststellen, dafR in dem untersuchten Kollektiv an Patienten
und Probanden eine Assoziation der Alkoholabhangigkeit mit den untersuchten Polymor-
phismen des dopaminergen Systems nicht identifiziert werden konnte, sich jedoch im
Einklang mit der Literatur einige Auffalligkeiten in bezug auf die Allel- und Genotypenver-
teilung zwischen den Gruppen zeigten.

4.2.2.2 Assoziationsstudie nach Einteilung der Patienten in Typ 1 und Typ I
nach Cloninger

Die Einteilung der Patienten in die zwei Typen nach Cloninger trennt die Alkoholiker nach
dem Schweregrad der Erkrankung und ermdglicht damit eine genauere Charakterisierung
der Patienten. Die Typeneinteilung mit den Vorgaben von Gilligan und Mitarbeitern (1988),
die hier analog zu der Einteilung nach Cloninger verwendet wurde, ergab eine fast vollstan-
dige Gleichverteilung der beiden Typen innerhalb der untersuchten Stichprobe. Nach
Cloninger (1987) ist der Typ Il bei Alkoholabhangigen seltener als der Typ |, was in dieser
Stichprobe nicht beobachtet wurde und in der anderen Art der Einteilung begriindet sein
kbnnte (Szegedi, pers. Mitteilung). Fir die Assoziationsuntersuchung bedeutete diese
Gleichverteilung, dal3 sich kein Unterschied in der Genotypenverteilung zwischen den
Gruppen ergab. Auch die Betrachtung der zwei Typenstichproben im Vergleich zu den
Kontrollen zeigte keinen signifikanten Unterschied. Beispielsweise ware zu erwarten gewe-
sen, daid die Alkoholiker vom Typ Il vermehrt das lange Allel des Exon Il Polymorphismus
des D4-Rezeptorgens aufweisen oder vermehrt homozygot fir das Aq-Allel des VNTR des
DAT1-Gens waren, wie es Sander und Mitarbeiter (1997b) in ihrer Population beobachten
konnten.
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4.2.2.3 Assoziationsstudie nach der Bildung von "kombinierten Genotypen"

In der Assoziationsstudie mit einer Kombination der Allelvarianten des Taql Polymorphis-
mus des D,-Rezeptors und des 40 bp VNTR des Dopamintransportergens konnte in der
Patienten- und Kontrollgruppe keine Assoziation eines "kombinierten Genotyps” mit der
Alkoholabhangigkeit nachgewiesen werden. Es wurden die beiden Polymorphismen aus-
gewahlt, da der Tagl Polymorphismus des D,-Rezeptorgens in einigen Studien mit der
Alkoholabhangigkeit assoziiert wurde (Blum et al. 1990; Comings et al., 1991), genauso wie
der 40 bp VNTR des Dopamintransportergens (Sander et al., 1997; Muramatsu & Higuchi,
1995). In der untersuchten Stichprobe hétte sich eine Haufung des Genotyps 2 (1 x A1 und
1 x Ag) zeigen missen, da dieser Typ die hochste Dosis an Allelen vereinte, die nach
fruheren Befunden mit der Erkrankung assoziiert sein sollten. Der Unterschied zwischen
der Gruppe der Patienten und der Kontrollen war mit p = 0.473 nicht signifikant und auch
nicht als Trend zu betrachten. Somit besteht jetzt noch die Méglichkeit, dal? nur eines der
untersuchten Gene als Kandidatengen flr Alkoholismus in Frage kommt, da bereits positive
Befunde mit den einzelnen Allelen beschrieben wurden. Die Kombination zwischen Allelen
verschiedener Systeme, wie sie von Noble und Mitarbeiter (1998) vorgenommen wurde,
hatte eine Assoziation bei der gemeinsamen Betrachtung eines Polymorphismus des
GABAergen Systems und des Tagl A Polymorphismus des D,-Rezeptorgens mit der
Alkoholerkrankung ergeben.

Zusammenfassend laRt sich fur die hier durchgefihrten Assoziationsuntersuchungen
sagen, dafl} nach den Assoziationsstudien mit den sechs Polymorphismen des dopaminer-
gen Systems, nach der Einteilung in die Typen nach Cloninger und mit den "kombinierten
Genotypen" kein Hinweis auf eine allele Assoziation mit der Alkoholabhangigkeit in den
untersuchten Probanden bestand.

4.2.3 Assoziation von Polymorphismen des dopaminergen Systems mit
Personlichkeitsmerkmalen

Eine Assoziation zwischen dem Personlichkeitsfaktor novelty seeking und dem Exon IlI
Polymorphismus des D,-Rezpetorgens, wie sie von Ebstein und Mitarbeitern (1996, 1997)
und einer Gruppe um Benjamin (1996) bei gesunden Probanden beschrieben wurde,
konnte bei den hier untersuchten Patienten und Kontrollprobanden nicht nachgewiesen
werden. Es ergab sich keine signifikante Assoziation des 7er Allels bzw. der langen Allele
mit der Personlichkeitsdimension novelty seeking bei den Alkoholabhangigen. Allerdings
zeigte sich ein Trend fur eine Assoziation der Personlichkeitsdimension novelty seeking bei
den gesunden Probanden mit dem Exon Il Polymorphismus, was dem Befund von Ebstein
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und Benjamin entspricht. Dieser Trend wurde nur bei der Betrachtung der Gruppen 4/4 und
4/7 beobachtet. Bei den Gruppierungen 7er Allel versus nicht 7er und lange Allele versus
kurze Allele wurde dieser Trend fir eine Assoziation nicht deutlich. Der Befund von Ebstein
umfal3t aber eine Assoziation fir alle drei Gruppierungen. Das Auftreten des Trends nur in
dieser Gruppierung laft sich schwer erklaren, da es sich um ein statistisches Verfahren mit
unverandertem Kontrollprobandenkollektiv fir die gesamte Untersuchung handelte, so dal3
populationsbiologische Unterschiede nicht gegeben sind. Die Hinweise auf eine Assoziation
der Personlichkeitsdimension novelty seeking bei gesunden Probanden wurden jetzt durch
den Befund von Strobel und Mitarbeitern (1999) wieder bestatigt, was nahelegt, dal3 diese
Persdnlichkeitsdimension tatsachlich mit dem dopaminergen System assoziiert ist.

Fur die Kombination aus den Temperamentsfaktoren novelty seeking und reward depen-
dence deutete sich bei den Kontrollprobanden eine Signifikanz bezliglich einer Assoziation
mit dem Exon Il Polymorphismus in allen drei Allelgruppierungen an. Es handelt sich aller-
dings bei den Assoziationsstudien um ein statistisches Verfahren, so dal auf multiples
Testen korrigiert werden muf3te. Die Bonferroni-Korrektur ergab ein Signifikanzniveau von p
< 0,006. Dieses Signifikanzniveau erreichten die beobachteten Assoziationen nicht. Sie
wurden, da der p-Wert bei 0,009 lag, als Trend betrachtet und als Hinweis flr eine
Assoziation des Exon Il Polymorphismus und einer Kombination von Personlichkeitsdi-
mensionen gewertet. Sander und Mitarbeiter (1997a) erwahnten in ihrer Diskussion eben-
falls ein vermehrtes Auftreten von langen Allele und von reward dependence bei schwer
alkoholabhéngigen Patienten in Form eines statistischen Trends. Ein weiterer Hinweis auf
einen Zusammenhang zwischen dem Exon Ill Polymorphismus mit der Dimension reward
dependence berichteten Ebstein und Mitarbeiter (1997) auch bei gesunden Probanden. Sie
wiesen eine Assoziation der Personlichkeitsdimension reward dependence mit einem
Polymorphismus des Gens fiir den Serotoninrezeptor 2c nach, wobei der Effekt bei Perso-
nen verstarkt war, die das lange Allel des Exon Il Polymorphismus hatten. Die Uberlegung,
daR eine Allelverteilung in dem untersuchten Probandenkollektiv wahrscheinlicher mit einer
Kombination an Temperamentsfaktoren abweicht, als mit einem einzelnen Faktor, war der
Grund fur die differenzierte statistische Einteilung der Probanden bezlglich der Tempera-
mentsfaktoren. Die Mdglichkeit, ein Individuum durch den Auspragungsgrad verschiedener
kombinierbarer Dimensionen zu beschreiben, stellte einen entscheidenden Vorteil des ver-
wendeten dimensionalen Personlichkeitsmodells von Cloninger dar.

Der Exon Il Polymorphismus des Dj,-Rezeptorgens wurde als einziger von den sechs
untersuchten Polymorphismen fur diese Art der Assoziationsstudie herangezogen, da es
sich um einen funktionellen Polymorphismus handelt, mit dem bisher die meisten Assozia-
tionen mit Personlichkeitsdimensionen beschrieben wurden (Ebstein et al., 1996; Benjamin
et al., 1996; Ebstein et al., 1997; Strobel et al., 1999). AuRerdem wiesen erste Befunde in
einer kleinen Stichprobe auf eine positive Assoziation der langen Allele mit einer Kombina-
tion von Personlichkeitsmerkmalen hin (Szegedi, pers. Mitteilung). Auch hier konnten
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populationsbiologische Unterschiede nicht flr das Verschwinden dieses Befundes verant-
wortlich gemacht werden, da die Allelfrequenzen der hier untersuchten Stichproben den
Daten aus vergleichbaren Populationen entsprachen (Chang et al. 1996, Sander et al.
1997). Dal’ sich trotz eines Kollektivs von 244 Patienten keine Assoziation zwischen Per-
sonlichkeitsfaktoren und dem Polymorphismus feststellen lief3, spricht letztlich gegen einen
Zusammenhang zwischen Personlichkeitsmerkmalen und D4-Rezeptorgen bei den hier
untersuchten alkoholabhangigen Patienten.

4.3 Perspektiven

Die vorliegende Arbeit stellt Ergebnisse aus Untersuchungen von genetischen Varianten im
Zusammenhang mit individuellen Unterschieden des dopaminergen Systems im Tiermodell
und Veranderungen im dopaminergen System bei alkoholabhdngigen Patienten dar. Die
Ergebnisse zeigen im Zusammenhang mit dem apomorphininduzierten Verhalten bei Rat-
ten einen Einflu der Genotypen auf das Laufverhalten der Tiere. Daraus ergibt sich, daR
Polymorphismen tatsédchlich mit dem durch Substanzen hervorgerufenen Verhalten
assoziiert sein kbnnen, wenn es sich dabei um Polymorphismen in den Genen der pharma-
kologischen Zielstrukturen handelt. Weitere Untersuchungen darlber, wie sich solche
Polymorphismen in der Promotorregion beispielsweise auf die Expression der Gene aus-
wirken oder wie sie die genetische Struktur und die Anzahl der Rezeptorproteine veran-
dern, sollten daran angeschlossen werden.

Die Uberwiegend negativen Beobachtungen fiir die Assoziationsstudien beim Menschen
weisen auf die Probleme bei der Verwendung dieses Verfahrens hin. Die Idee, Uber Poly-
morphismen Kandidatengene fiir solche komplexen Erkrankungen wie Alkoholismus zu
identifizieren, muf3 mit Vorsicht betrachtet werden. Wichtig fir diese Untersuchungen ist vor
allem die wissenschaftlich fundierte Auswahl der zu untersuchenden Gene und Polymor-
phismen, wobei diese eine Auswirkung auf die Gen- oder Proteinstruktur haben sollten
(,funktionelle Polymorphismen®).

Desweiteren ist es interessant, die Wirkung von pharmakologischen Substanzen unter
Bertcksichtigung der genetischen Struktur der beteiligten metabolisierenden Enzyme sowie
der Rezeptorproteine zu analysieren. Dies erscheint als ein wichtiger Ansatz neben der
Suche nach den genetischen Ursachen komplexer Erkrankungen und der Suche nach
Assoziation genetischer Varianten mit spezifischen Personlichkeitsmerkmalen. Der Apo-
morphintest bei Probanden stellt beispielsweise einen indirekten Weg in die pharmakologi-
sche Untersuchungsrichtung von Rezeptorsystemen und ihren genetischen Varianten dar,
die mit anderen pharmakologischen Substanzen weiterverfolgt werden sollte.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschéaftigt sich mit genetischen Varianten des dopaminergen Systems und
ihren funktionellen Konsequenzen im Tiermodell und beim Menschen.

Im Tiermodell wurde apomorphininduziertes Verhalten bei Ratten getestet und die Dopa-
minrezeptoren D; und D, auf molekulare Verdnderungen untersucht. Beim Menschen
wurden Uber einen Apomorphintest die Sensitivitat von Dopaminrezeptoren und der Einfluf
genetischer Varianten auf die neuroendokrinen Reaktionen gepruft und mit Hilfe von
Assoziationsuntersuchungen der Zusammenhang zwischen DNA-Sequenz-Polymorphis-
men des dopaminergen Systems und der Erkrankung der Alkoholabhangigkeit getestet.

In dem Verhaltensmodell wurden Ratten in einem "Animex-Motility-Meter" nach einer ein-
maligen Apomorphindosis von 2 mg/kg in zwei Verhaltensgruppen eingeteilt. Die eine
Gruppe von Tieren definierte sich durch stereotypes Nagen und gesteigerte lokomotorische
Aktivitat ("Nager"). Die andere Gruppe von Tieren wies stereotypes Schnuffeln auf und
zeigte extrem gesteigerte lokomotorische Aktivitat ("Schnuffler"). Die Sequenzanalyse der
Dopaminrezeptorgene D; und D, ergab keine Unterschiede in der DNA-Sequenz zwischen
den zwei Verhaltensgruppen. Fur das D;-Rezeptorgen wurde eine neue Sequenz des
Promotor- und des 5’untranslatierten Bereichs ermittelt, die sich in sechs Basen von der
D;-Sequenz der Datenbank unterschied. Fir das D,-Rezeptorgen wurden zwei Polymor-
phismen identifiziert. Die Polymorphismen liegen im Promotor des D,-Rezeptorgens und
wurden als T-355C-Polymorphismus und A-257G-Polymorphismus bezeichnet. Die sich
daraus ergebenden Genotypen waren mit dem Parameter "gelaufene Strecke " (totale
Distanz) im Verhaltenstest assoziiert.

Der Apomorphintest bei 16 alkoholabhangigen Patienten und 16 Kontrollen ergab eine
signifikant geringere Cortisolreaktion nach Apomorphingabe bei den Patienten verglichen
mit den Reaktionen der Kontrollen. Die D,-Rezeptorgenotypen von drei Polymorphismen
waren in beiden Gruppen nicht mit der Reaktionen der Hormone Prolaktin, Cortisol und
Somatotropin assoziiert.

Die Assoziationstudien mit Polymorphismen des dopaminergen Systems und der Alkohol-
abhangigkeit wurden bei 161 bzw. 244 alkoholabhéngigen Patienten und 97 Kontrollpro-
banden durchgefiihrt. In den Assoziationsuntersuchungen wurde keine Assoziation
zwischen den untersuchten DNA-Sequenz-Polymorphismen der Dopaminrezeptorgene D;,
D,, D3, D4, des Dopamintransportergens und des Tyrosinhydroxylasegens und der Alkohol-
abhangigkeit gefunden. Ebenso konnte bei der Einteilung der Stichproben nach besonders
empfindlichen Genotypen keine Assoziation nachgewiesen werden. Eine Assoziation
zwischen der Personlichkeitsdimension novelty seeking aus dem TCI mit dem Polymor-
phismus des D,-Rezeptorgens konnte in unserer Stichprobe fiir die alkoholabh&ngigen
Patienten nicht gezeigt werden. Es ergab sich allerdings ein Hinweis auf eine Assoziation
der Dimension novelty seeking mit dem D4-Rezeptorpolymorphismus bei den gesunden
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Kontrollen. Auch die Kombination der Personlichkeitsdimensionen novelty seeking und
reward dependence ergab einen Trend flr eine Assoziation mit dem Polymorphismus bei
den Kontrollen.

Insgesamt zeigen die Befunde, daf} die im Rahmen der Arbeit neu entdeckten genetischen
Varianten im dopaminergen System einen Einflufd auf das motorische Verhalten im Tiermo-
dell einen Einfluf3 hatten. Da es sich bei diesen Varianten um Mutationen in der Promotor-
region des D,-Rezeptorgens handelte, ist anzunehmen, dal’ die Basensubstitutionen Kon-
sequenzen fur die Expression des D,-Rezeptorgens hatten, wahrend die anderen in dieser
Arbeit untersuchten Varianten solche Konsequenzen nicht hatten oder durch kompensato-
rische Effekte in der Entwicklung im adulten Individuum ohne Auswirkung auf neuroendo-
krine Funktionen oder Personlichkeitseigenschaften waren.
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7 Anhang

7.1 Vergleichssequenz D1

S46131 Length: 6251 August 29, 1997 11:48 Type: N Check: 4570

1 GAATTCTTTT GCTGGGGACT GGCACTGCAG GCAAAGCCAT GCCACCTGAG

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701

TCAGCCTTCG TATGGCTGGC ATCCTACTTT AAAGAGCAGT GGCCATTGCC
CAGAGGCTTG GGGACACCTC TCCAAAGCAA AAGTCACTAG GGGAGTTTCA
GTCCTCAAAT CGCCCTCACG GTCACCCCCA GGTTCCGTGG CTACAATCCT
AAGTGCTACT GTATTGTTGC CTCTTTTAAT TTGTGTTTGC TGGTGAAAAA
TGAAGAAGTA TGGTGAAATA AAGCTCCAAT CGCTTAGAGA GCAACTGCCA
CACTGTGTGT GTGTGTGTAT GTGTGTGTAT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT
GGTGAGAATC CCCTCAGGTT TTACACTGAA CTGACTCTAA AGCAGATGTT
CTCAACTTGT GAATCTTGAC CCTTTGGTGG CTGGGGGGTG GGCTCATATC
AGATAGTCCG TCACACATTT ACATTATAAT TCATAACAGT AACAAAATTA
GTTATGGGGC AGCAACAAAA TAACTTTATG GTTGGGGGTT CTCCGCCTGT
GGAACTGTAT TAAAGGGTCA CAGCATTGGG GAAGTTGAGG ACCTCTGTTC
TTAAGGCATG GGTTATATGT CTGATCACGA GTCTGTGGAA CTTTGTGTGT
GACAGCAAGG CTGTCAGTGG GAGGGCAGAA CTGGGCGAAC GGGCGGAGGA
GCATCTGTGT CAATCATCTG ACTAGTACAC CCTTTTCCGA GATCTGATTT
CTGCTGGCTA ATTAGGAGAG CTTCTTAGGC TATTTAGAGA AAATTCGAGC
ATTCAGTGCG GTGTATGGTT CGCATGGAAA CAAAACTACT ATTTTATTTT
TTATTTTAAA AACTGGTCCT GGAAGAAATT TCTGGCCACC AAGGGCTGAC
TGAGTCCATA TCTGGTGCCC GAGTCTTAAA TAAATATCTC ATTTAATTCT
TCTTAAGAAG TTCTTATCAG TAAGCACGGG AGTCCAGGCA AAGAGGTTCA
CAAGTTCCAT CCTCAAGCTC TTTTCACAGG GATGGGAAGA AGGTGTTGTG
TCTATGCTCT AAACGTTCCC GAGGCCACAC ATTCCTGTCT CTACTTTACC
CCCGTGGTAA CTGTTTAGAT GGCGGGCTCC GTTCTAGACA TGGTCGTACA
AGCGACAGTC AGACAGACAG GTCACCATCC TCATTAGCTA CTGTGTTAGC
GTTGAGTAGA TTTTTCTGAG CATCATTTTC CACTCAGAGA AGTAGAGCCG
TGCAAGCCTG TAAGGAAGGG TTTTGCAAGA TGTCGAAGGT GTGTGTGTGT
GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTAT GCGCGTGCGT GCGCGCTTCG
GGGACACAGA GCCTGCTGAG TTTATGCCAG GTCTCTGTTC ACTTGCACAG
TAAGTTGACC TGTTGTCCCC ACTGCTGCTC CAGCCTTGGC ACACAGGGGA
CACAAAAGGA AAATCCTGGC TTAACGAATA AAATGCTAGC CAAAGGGACT
TCCTACTCTT ATGAGTTTTT AGAAGTATTT CAAGCGAGGG AGCTCAGAGA
GCGGAAGACC CGCCTCTAAT CATCCAGATT CTGGCAAGCA GGGACAGGGA
AAAAACAGGG TCGAGGCCCT GTACTTTGGG GTATACACTC ACTGGTTGAG
GCTTCTGTGA TCTGAACCTG CAGGGGCGCA GACGGGGAGC AGGAAACCAC

AGGCACCAG AGAGGGCGTC GGGTACCTGC TGAGCGTGCG GCGCCGTGTT
D1.1
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1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

TGGGGTGCTT GTGGGGCGCG GGTCACGGGC TTCACTCGTG AGTTGACCGC
Spl
AGAAGCGCCCGGCGABEG AGTGCAGAGC GCAGAGCAAG CGGCCTGGGA

GCTGGCGCAG GGTTGGCAGA ATCCAGGAGC GTGGCCTCCC AGATCGGTGA

CCACTCTCCA GC@&GCTC CCCGTACCCC TGTTGCGGGG CACTCAGAGA
D1.0 AP2 AP2
GAGCGCAGCG ATGCGGGCAG TGTEGTGTAGCAGGCG TGGGCGTGGG
Dl.a
GAGGGTCGGC TCTGATTCCG AGCTTTGGGT GGAACTTGAG GTTGGCCTGA
GRE->
AGAGACGCTG AGTTTTGGTT TACTTGATTT GAGCATCAGBERITCT

CGGGTTOET CTTGTGCTGG GGTCCGGTGGGGCTGAGG TAGCCAGAGA
D12 AP2
GGGCACGGAG ATTTGGTAGG TERCAC CCSCTCCA GCTGTGCCTT
AP1 Spl
CAGTGRACCATCGTGTCGTG TOECGCE CTCTGCCTGT CAAGCTEA
AP2 Spl AP2
CCACCACAG GGCCGGGAGG GGACGEGEIGGGGTGGGAIGCCCTG

CTGGAACCCA GCCGGCCGGT GCCCTCGCCC AAGCTGCTGT GCTTGCCTGG
CRE Dl.c
AGCGCCTGCC ACTGCTAACA GGGAGAGGGCGCACGG GGAGGCTCAG
Transkriptionsstart Exon 1

GGTCCT@ZC TAAGAACGAG GAACCAAAGT GGGACCCAGC GCTGGGCTCC

CTCAAACAGG ACAGAAAGCT GCCCCAGTGA CTAGTCCTGG AGGTTCCTCT

CCCCAGGAAG CTGARGAAC CCTCCCCGGG AGAGGGGACA GCAATCTGTA
D1.b
GGTGGGCAAG GTAGCAGGAA GGGTACCGCT TCCCTGGATG CCTGGTCTGG

GATTCCTTCC CCAAATCCAT CCCAGAGATT TTTCTGCATC AGGAGGGGAA

CAGTTGCTAT GCTGACTGGG CTGACTATGG GAGCTCCAGG GGTTCTGGGA
Intron 1
GAAGTGACCC TAAAGCAAGg taggtggtct tgatggactt gtccaggaga

tgatgcgetg gg  gttgtgtg tatctaaata tgcggtgtgc acagagtctt
Dl.e Exon 2
ggtgaacgac gttgtctttc cctttgcttt ttagG _GCATT TGGAGAGATG

CGTGCCAGGG GCTTGGAGGA GAAATGCATG TATTTTAGGC CGTGTCTCAG

AAAAAGAGGC AGCBTCTG AAAAGTGACT AGAATTGACC TGGAAGAGGC
D1d
CATGGACTCA GAGTGTGCTT AAAAGCCAAT GCTCTCCTTG GGGAATGTAG

GGACCAGCCG ATGTCACAGG GACACACTGT CACAGGGACA GTGACCTGGA
GCACCAAGCC CAGAAGACAG ATGGGAAGCA GGAGAGTCTT TACCCCGGCA
TGGCTTGGAT TGCTACGGGG AAGCTCCTGA TGGAACCCTA CCATCCTTTA
GTCCAGGCAG CAACTGGGGC TGAACAAGAA GGGGCTGGGT GGTGAGTGGT
TGGGGGAAGT CBETAAGC CTGGTCAAGA ACTTGAGGGG CAAGTCCCCG
Dil.g coding region
GAAGTGTGTT CCTTCTGGAATGGCTCCT AACACTTCTA CCATGGATGA
GGCCGGGCTG CCAGCGGAGA GGGATTTCTC CTTTCGDBACGGCCT

D1.f
GTTTCCTGTC ACTGCTCATC CTGTCCACTC TCCTGGGCAA TACCCTTGTC

TGTGCGGCCG TCATCCGGTT TCGACACCTG AGGTCCAAGG TGACCAACTT
CTTTGTCATC TCTTTAGCTG TGTCAGATCT CTTGGTGGCT GTCCTGGTCA
TGCCCTGGAA AGCTGTGGCC GAGATTGCTG GCTTTTGGCC CTTTGGGTCC
TTTTGTAACA TCTGGGTAGC CTTTGACATC ATGTGCTCTA CGGCGTCCAT
TCTGAACCTC TGCGTGATCA GCGTGGACAG GTACTGGGCT ATCTCCAGCC
CTTTCCAGTA_TGAGAGGAAG ATGACGCBEGCAGCCTT CATCCTGATT

D1.
AGCGTAGCAT GGACTCTGTC TGTCCTTATA TCCTTCATCC CAGTACAGCT
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3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

5501

5551

5601
5651

AAGCTGGCAC AAGGCAAAGCACATGGCC CTTGGATGGC AATTTTACCT
D1.h
CCCTGGAGGA CACCGAGGAT GACAACTGTG ACACAAGGTT GAGCAGGACG

TATGCCATTT CATCGTCCCT CATCAGCTTT TACATCCCCG TAGCCATTAT
GATCGTCACC TACACCAGTA TCTACAGGAT TGCCCAGAAG CAAATCCGGC
GCATCTCAGC CTTGGAGAGG GCAGCAGTCC ATGCCAAGAA TTGCCAGACC
ACCGCAGGTA ACGGGAACCC CGTCGAATGC GCCCAGTCTG AAAGTTCCTT
TAAGATGTCC TTCAAGAGGG AGACGAAAGT TCTAAAGACG CTGTCTGTGA
TCATGGGGGT GTTTGTGTGGCTGGCTCC CTTTCTTCAT CTCGAACTGT

D1.k
ATGGTGCCCT TCTGTGGCTC TGAGGAGACC CAGCCATTCT GCATCGATTC

CATCACCTTC GATGTGTTTG TGTGEGGG GTGGGCGAAT TCTTCCCTGA
D1
ACCCCATTAT TTATGCTTTT AATGCTGACT TCCAGAAGGC GTTCTCAACC

CTCTTAGGAT GCTACAGACT CTGCCCTACT ACGAATAATG CCATAGAGAC
GGTGAGCATT AACAACAATG GGGCTGTGGT GTTTTCCAGC CACCATGAGC
CCCGAGGCTC CATCTCCAAG GACTGTAATC TGGTTTACCT GATCCCTCAT
GCCGTGGGCT CCTCTGAGGA CCTGAAGAAG GAAGAGGCTG GTGGAATAGC
TAAGCCACTG GAGAAGCTGT CCCCAGCCTT ATCGGTCATA TTGGACTATG
ACACCGATGT CTCTCTAGAA AAGATCCAAC CTGTCACACA CAGTGGACAG
CATTCCACTT GATATTGGG TCCTCATCTC TGAGGCCACG AGTTCCCTTG
GGCTTGCTGT TAAGGAATTA ACAGGAGATC CCTCTé%%GC TTTTGGACAA

D1.00
TTACGAAGCT TCTCAAACTC ACTGATTCCA GTGTATTCTC TAGCTTCAAG

GGAAATGACT TCGGCTCTGA AATCAGTTTG GGAGTATTAT CTTAGGACAT
TATAAAACAA CAACAAACAA ACAAACAAAC AAACAAATAG GCCAAGAGTC
AACTGTAAAC AGCTTCACTT AAAAATCGAA CTTTCCAGAA AGGAAGGGTA
GGAGTTGAGT TTGCTGTCCA AACAGGTGCT AAAACTGTCC GAGCAGTTTT
CAGATTGGAA AGGTAGGTGC ATGCCTTTGT TAATTAACTT CTCCAATAAT
AATTGAGCCT TACAGCAGGA GTGGGATTCC TTTTTCTCAG AATTGACAGA
TGCATTGTTG ATGACGGTTT TATTTATTTA TTTATTGTAC TATATGAATA
TTTTAAATTT ATCATAGTGA ATCTATATTT AACATATTTA ACAGAGCAAA
CCAATGTGTT ATCTGAGACT GACCTCTCCA TTTGTACTAG CACTTTATGA
GCCAATGAAA CATACGCGTA GACTCTGAGA TTCTGAATTG TGAGTTACTT
CTGGGAACAC AGCAAAGACT GATGTGGTGG CTCCTTAACT CGACAAGGAC
ACAAAGAAAC GCAAGAGGAG AAGTGACTAA TGCCACCAAT GCTCCCCCTA

AAAAGATTTT GAAAAGATTA GTTTTTTTTT TTTTTTAAAA GAAGCTACTA
TTGTGTTCTG AGTGTTTTAA ATGGCAGAGG CTTTCCCCGG GGCGAATTTG
CACTTCTGTA AATATCTATG TAAGAACCAG CTCAAGAGGA ATACAACTTT
ATATTTCCGC TTTTGGATGG CGAGGAAGAG CATATGCCAC TTTGTATTTA
TGTAAACTAA TTGGCCCTCC TTGTCATTTC TCATTTCATG CTTGAAATAG
CTTTCTGAAA CAAACAAATG ACTGTCCAGG CTGGAGATCT GCAGGGTGGA
GAATGAGTTG TAAATTCACA GGTCACAGCA GCCCCTCCGA TAGCTGGGCT
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5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251

CATCATTGGT CCTTTATCTG CCCAGGTCTA ACCAAGTCGG CTGCTTAAGG
GGCTACTTTT GTAGTGCTTT AATCCGAATT TAGTATCCTC TCTTTTAAAA
AAAAAAGCTC TTTAATGTTA GTGGTAAACT AGCTAATGAA CGGTACCTCA
TCGCTGCATA ATACACTTCT GTTGGTGGGG GCGTAGACGA GCCCTTCCCG
GTGCGAGCAC CACAAAGCCA TCTGCATAGC TAGTCACAAA TGCTGTTTTT
CTTTCTCTGT GGGTTTGAAT CTAGTTTCCT TGTTATCATA GCCTGGACTG
CAAAAAGATC CATCCAGTCC CCTCTTGTGG GGGCATTGCA ACAGTGTTTC

TTTTTGTTTT TGTTTTGTTT TTGAAATGTT TACAAGGTGT TCTTTGGAAG
CAGTTGCAAC ACGTGGATGG AACTGAAGAA AAGGCTGACT GGCTTGCTAA
CGGTATCTCC TGCAGGGGGT TTGTACTGCG GACTTTGAAT GTTTTCTCAG
CTCTAAGGCT TGTATGCTTT CTTACATACA ATAAACTTAT TTTGTGAATT

C

7.2 Vergleichssequenz D »,

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101

AATTCACCTA TATCCTCGGT GCATCTCAGA GAAATAAGCA TTGCTTGGAC
CAATGTGGAC CGGATGTTAA CACCTAGAGC CAGAGAGATT AAAAAATTTA
ATCAACATCT ACAACTGGCA AGGGATAGAC ATAGGACACA CGACTGGGTG
GAAAACGTAT AGAGGTGATG GGTTGAGAAG AACAAAATCC CTGTTTAAGT
AGGTTTATTC TTGGGAAGAA CATGTCCAGG GCACATAGGA AAATAGTGGG
GATTCAACCA TGTCTGTAAT GTGTGAGTGC CTTAAAAGCA AATGTGAAAA
ATTCTAATGT TTCTGGTAGT TCTAACACTT CCCTACCATG CCTATAGAGA
GCCATGATAG ACCATACCCC AAGAATAATG AATAGGGAAG GGAGGCTAGT
TCCAGTTTCT TAAATGCCTC ATAACTGGCC ACATCTAAGA AAAATGTGCT
GTGTATAGGG ACTGTTCCAC TGCTGGTTCC CCGTGAGGTT TGGAGGGGCA
TGCCTCTTTG GGTCCCAGAT TCCACCTTTG AAATCAAACA GGGGTTAGTT
GAATATTAGT GTCTGTCTTT CCAACCTTAA TTTTCCAGGA TTGTGTGGAT
CAATGGAAGG AGTTTCTTCT TTGTGGCTAA GTGCATGACT GCCGGCTATA
TGCAGACTGT CCTCTGTGCT CCTGCCCTTG GAATTCTGTG GTGCCTTCTC
CTTGGGGACT TGAATTGGCC AATGCCGAGC TCCTGTGAGG TCTCCGGAGC
TGTCGGTACT CCACAGCACC TATTTAAGCT ACAAGTATTT GGAAGACTCT
ACTCTGGATT GACCCCATGC ATTCTGAATC TCATGTAGAA GCTGGCCAAG
GCAGGACAGA GGGACAGAAA GCACCAGCTG GATTTGAGAA GAAGAGGATG
GAAAGGGTTG TAGGTTCCCT GGGTGGGAGA TGACCCTGGA CAGGGCTGAA
GAAGATCACA TTTCTCTTCC TCCTGCTCCT CAGTGCAGAC GGAAGGGTGA
GCTAGAATTT TCACGGCCTT CTTTATCATT CCCATCTTAG ATCTGCTCTG
CCCAAGTCTT CCTCTCAGAA AGCACAACAG CABABCTBGCTGTGATT

RD2p.1
TTCAGACCTG AGGTCTGTAC ACCGACTCTG GATATCCTTC CGGAATCTAT
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1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

51
101
151
201
251
301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

TTCTCCTTTA AAGACTTGAT GTACCAGA TAGTGCTTCA GCTAGCCCTT
AP1

GGCCTGACT CTCAAAGGA GGGGATCGAC CCGCTGGTGT TGTGATTGCT

AGACCAGAGT AGGTTTGGAT GG@CGAG TTACTTAAAA AGTATAGGAT

GACACCGGCG AGCAGTCCGG AGCACAGGCT ATCCCCACTC AAAGCCAGAG

AP2
ATGGATTCTC GGTCTCAGCT CTCAAGGTTC CTUBGG CCCABGTG
GATA RD2p.5 Spl

CAGAGATAST TCTGGGGCCC TGGGTGGGTG GGGCCTCTGTGACGRASG
RD2p.22 Spl

GGGTTCCGG GCGCCTCGTG GCCAGGGTGRGIILC TECTCCTGCG

RD2p.3 Transkriptionsstart, Exon 1

CAGCGCTCTG ATTCCGCGGA GCTGTCCA@AGIECCG GAG

CTGGTCGCCT CTTGTGCAGCGCCTCCTGC CCGCCTTCCC GCCTGGTCCC
RD2p.2
CGCGCTGCGC TCCCGTCCTC CCGCCCCGCC TCGTCCTGCC CCGCCGCGGC

CGGTCTACTG CTCCCCGCGG GCCCGAGCCG GCCGAGCGGC TGCCCGLeaG
Taylorseq.
GGATCTGAAC AAGTCAGCG GCGGGGCCGG AAGCCGAGGG ACCCGCGGAG

GGGACCGGCG GCCCCGGACG GCTGCCGGAG GGGCGGCCGT GCGTGGATGC

GGCGGGAGCT GGAAGCCTCG AGIA@CT GCCTTCTCTG GCCCCGGGCG
RD2p.6 RD2.1
CCATATGGCT TGAAG
RD2.a
taagaaccgg cggggtggaa cgacagtctg tggcttctge acgggtcgaa

gcgtccagag ctgaccggec aggaacagaa gtttgtccag ccactctage

gccgectgtc ccgg Intron |

AGCCG TGCCACEBG TGGCCCCAGICCCCAATGG

ATEEZA.STGAA CCTGTCCTGG TACGATGACG ATCTGGAGAG GCAGAACTGG
AGCCGGCCCT TCAATGGGTC AGAAGGGAAG GCAGACAGGC CCCACTACAA
CTACTATGCC ATGCTGCTCA CCCTCCTCAT CTTTATCATC GTCTTTGGCA
ATGTGCTGGT GTGCATGGCT GTATCCCGAG AGAAGGCTTT GCAGACCACC
ACCAACTACT TGATAGTCAG CCTTGCTGTG GCTGATCTTC TGGTGGCCAC
ACTGGTAATG CCGTGGGTTG TCTACCTGGA GGTGGTGGGT GAGTGGAAAT
TCAGCAGGAT TCACTGTGAC ATCTTTGTCA CTCTGGATGT CATGATGTGC
ACAGCAAGCA TCCTGAACGTGTGCCATC AGCATTGACA GGTACACAGC

RD2.c
TGTGGCAATG CCCATGCTGT ATAACACACG CTACAGCTCC AAGCGCCGAG

TTACTGTCAT GATTGCCATT GTCTGGGTCC TGTCCTTCAC CATCTCCTGC

CCACTGCTCT TCGGRCAA CAATACAGAC CAGAATGAGT GTATCATTGC
RD2.b
CAACCCTGCC TTTGTGGTCT ACTCCTCCAT TGTCTCATTC TACGTGCCCT

TCATCGTCAC TCTGCTGGTC TATATCAAAA TCTACATCGT CCTCCGGAAG
CGCCGGAAGC GGGTCAACAC CAAGCGCAGC AGTCGAGCTT TCAGAGCCAA

CCTGAAGACA CCACTCABGSCAACTGTAC CCAO@AG GACATGAAAC
TCTGCACCGT TATCATGAAG FgI'DCZ'I.'%:ATG(.‘-,-GA GTTTCCCAGT GAACAGGCGG
AGAA';geAr%'C§7C?F%CCCE?CG AGCTCAGGAG CTGGAAATGG AGATGCTGTC
AAGgEégAGT CCCCCAGAGA GGACCCGGTA TAGCCCCATC CCTCCCAGTC

ACCACCAGCT CACTCTCCCT GATCCATCCC ACCACGGBTAGEAAC
RD2.d
CCTGACAGTC CTGCCAAACC AGAGAAGAAT GGGCACGCCA AGATTGTCAA
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1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701

TCCCAGGATT GCCAAGTTCT TTGAGATCCA GACCATGCCC AATGGCAAAA
CCCGGACCTC CCTTAAGACG ATGAGCCGCA GAAAGCTCTC CCAGCAGAAG
GAGAAGAAAG CCACTCAGAT GCTTGCCATT GTTCTCGGTG TGTTCATCAT
CTGCTGGCTG CCCTTCTTCA TCACGCACAT CCTGAATATA CACTGTGATT
GCAACATCCC ACCAGTCCTC TACAGCGCCT TCACATGGCT GGGCTATGTC
AACAGTGCCG TCAACCCCAT CATCTACACC ACCTTCAACA TCGAGTTCCG
CAAGGCCTTC ATGAAGATCT TGCACTGCBGCAGCCCC TTGCCTGCAC
AGCAGCTGCT TCCCACCTCC CTGCCTATGC AGGCCAGACC TCATCCCTGC
AAGCTGTGGG CAGAAAGGCC CAGADERgigCCTTCTC #g%i%CCTGC

RD2.2
AGGCCCTGCA GTGTTAGCTT GGCTCGATGC CCCTCTCTGC CCACACACCC

TCATCCTGCC AGGGTAGGGC CAGGGAGACT GGTATCTTAC CAGCTCTGGG
GTTGGACCCA TGGCTCAGGG CAGCTCACAG AGTGCCCCTC TCATATCCAG
ACCCTGTCTC CTTGGCACCA AAGATGCAGC GGCCTTCCTT GACCTTCCTC
TTGGGCACAG AAACTAGCTC AGTGGTCGAG CACACCCTGA TCGCTGGCTT
GGCCTGGCCC TTGCTTGCCT GTGCCGGATC AGGTGGTGGG AGGGAGCGAC
AGTTCTTACT TTATAGGAAC CACATAGGAA AGCAGGGAAC ACGCCAAGTC
CTCCAGGCAA CATCAGTGTC AGGAGACACA CATAAACACC AGGTAGCTCC
ATGGACCCCA GAGAAACTGA GGCTGAAAAA TCTGTTTTCC ACTCCAACTC
TAGTGTGAGT CCCTACTTTT CATAGCCATG GGTATTACTA TGTCCTACCT
TGTTATAGTA TCCCATGGGG TTTCTGTACC GTTTGGGGGA AAACAACTCT
AATCCTCAAG GGCCCCAAGA GAATCTGTAA GGAGAAAAAT AGGCTGATCT
CCCTCTACTC TCCAATCCAC TCCACCACTT CTTGATATAC CTTGGATGTA
TCCATTCCTC ACAGCAAATG CTGGCCAGTC AGGCCTTGGA CCAGTGTTGG
AGTTGAAGCT GGATGTGGTA ACTTGGGGCT CTTTGGGGCT GGGGGGGTTG
TTAACATCGT CTCTCTTCCA TATCTCTTCC TTCCCAGTGC CTCTGCCTTA
GAAGAGGCTG TGGATGGGGT GCTGGGACTG CTGATACCAT TGGGCCTGGC
CCTGAATGAG GAGGGGAAGC TGCAGTTTGG AGGGTTCTGG GATCCAACTC
TGTAACATCA CTATACCTGC ACCAAAACTA ATAAAACCTT GACAAGAGTC
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7.3 Die Fragen zur Einteilung alkoholabh&angigen Patienten in Typ | und

Typ Il

(Gilligan et al., 1988)

7.3.1 Charakteristika fur Typ |

1)

2)

3)

4)

5)

Haben Sie sich jemals schuldig beziiglich des Trinkens gefuhlt? (Ja)

Waren Sie jemals auf ,Sauftour” oder "Kneipentour”, wo Sie fiir ein paar Tage oder lan-
ger tranken, ohne niichtern zu werden? Wenn ja, haben Sie die Verantwortung fur zwei
oder mehrere Lebensbereiche vernachlassigt? (Ja)

Haben jemals versucht Ihr Trinken durch annehmen von bestimmten Regeln zu
begrenzen oder zu kontrollieren, wie z.B. Whiskey zu vermeiden oder nicht alleine zu
trinken oder nur in Bars zu trinken, oder ahnliche Regeln wie diese? (Ja)

Haben Sie jemals einen Leberschaden, eine Zirrhose oder Gelbsucht, wozu der Arzt
sagte, dal3 es einen wahrscheinlichen einen Zusammenhang zu Ihrem Trinken gébe?

(Ja)

Waren Sie beim Beginn Ihre Probleme mit Alkohol jinger als 25 Jahre? (Ja)

7.3.2 Charakteristika fur Typ Il

1)

2)

3)

4)

Sind Sie jemals in eine korperliche Auseinandersetzung wahrend des Trinkens
geraten? (Ja)

Sind Sie jemals nach dem Trinken von Alkohol beim Fiihren eines Fahrzeuges in
Schwierigkeiten geraten, wie z.B. in einen Unfall verwickelt, oder festgenommen
worden aufgrund von Fahren unter Alkoholeinflul3? (Ja)

Haben Sie jemals Schwierigkeiten gehabt, vollig abstinent zu sein? Beispiel: haben Sie
jemals geplant véllig damit aufzuhdren oder gesagt, daf? Sie aufhoren werden, doch
dann versagte Ihr urspringlicher Plan?

Haben Sie jemals irgend eine Behandlung beziglich Ihres Trinkens gemacht, andere
als sich mit den anonymen Alkoholikern zu treffen? (Ja)



ANHANG




